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codificante de BASI (Z12961.1) y de BASI del cultivar Scarlett. 77 
 
Figura 4.3: Expresión relativa a actina del inhibidor durante la 
germinación. Los valores corresponden a los promedios de cuatro 
repeticiones independientes de cada tratamiento por momento de 
muestreo. Las barras ilustran el ET. 78 
 
Figura 4.4: Expresión de Trx h1 a las 8 hs (A), 24 hs (B) y 48 hs (C) 
desde iniciada la imbibición. D) Expresión de actina como control 
correspondiente a las imágenes de A, B y C.  La foto dentro de cada figura 
corresponde a un gel representativo de 4 repeticiones. 79 
 
Figura 4.5: Expresión de Trx h2 a las 8 hs (A), 24 hs (B) y 48 hs (C) 
desde iniciada la imbibición. D) Expresión de actina como control 
correspondiente a las imágenes de A, B y C.  La foto dentro de cada figura 
corresponde a un gel representativo de 4 repeticiones. 80 
 
Figura 4.6: Expresión de BASI a las 8 hs (A), 24 hs (B) y 48 hs (C) desde 
iniciada la imbibición. D) Expresión de actina como control 
correspondiente a las imágenes de A, B y C.  La foto dentro de cada figura 
corresponde a un gel representativo de 4 repeticiones. 81 
 
Figura 4.7: Expresión de AMY1 a las 8 hs (A), 24 hs (B) y 48 hs (C) 82 
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correspondiente a las imágenes de A, B y C.  La foto dentro de cada figura 
corresponde a un gel representativo de 4 repeticiones. 83 
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desde iniciada la imbibición. D) Expresión de actina como control 
correspondiente a las imágenes de A, B y C.  La foto dentro de cada figura 
corresponde a un gel representativo de 4 repeticiones. 84 
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kg de N/ha, S0= sin fertilización azufrada, S1= 10 kg de S/ha). Letras 
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Las barras indican el 
ET. 96 
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indican diferencias significativas (p<0,05). Las barras indican el ET. 
(Peton, comunicación personal). 97 
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malta) en  muestras con diferentes tratamientos de fertilización (N0= sin 
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azufrada, S1= 10 kg de S/ha). Letras diferentes indican diferencias 
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con diferentes tratamientos de fertilización (N0= sin fertilización 
nitrogenada, N1=160 kg de N/ha, S0= sin fertilización azufrada, S1= 10 
kg de S/ha). Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). 
Las barras indican el ET. 98 
 
Figura 5.5: Actividad de β-amilasa total de malta (UE/g de malta) en 
muestras con diferentes tratamientos de fertilización (N0= sin fertilización 
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Figura 6.1: Principales eventos bioquímicos que tienen lugar en la semilla 
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“Regulación de la actividad amilásica en semillas de cebada en respuesta a la 
fertilización con azufre y nitrógeno durante el cultivo” 
 
RESUMEN 
 
Las enzimas amilolíticas son el principal componente de la malta. Éstas son las 
responsables de la producción de azúcares solubles que son fermentados por las 
levaduras durante la fabricación de la cerveza.  El objetivo de este trabajo fue analizar el 
efecto de diferentes niveles de N y S disponibles para las plantas sobre la expresión de 
genes y la actividad de α  y β-amilasas y sus moduladores (BASI y tiorredoxinas) y su 
impacto sobre la calidad maltera. El S resulta fundamental para muchas de estas 
proteínas porque su funcionalidad radica en la óxido-reducción de restos de 
aminoácidos azufrados. Se realizaron experimentos en parcelas a campo y en 
microcultivos en un diseño factorial con dos niveles de N y dos niveles de S. El 
rendimiento fue afectado en algunos de los sitios evaluados indicando que las 
deficiencias de S no son generalizadas. El contenido de proteínas y de S en grano 
aumentaron en respuesta a la fertilización con N. El contenido de β-amilasa total 
aumentó en respuesta al N pero la solubilización de la enzima, y por ende su actividad, 
dependió del S. Se comprobó que las TRx h1 y Trx h2 son capaces de solubilizar β-
amilasa unida a proteínas de reserva. La actividad α-amilasa aumentó durante la 
germinación en respuesta  al N, pero en la malta su actividad se relacionó con la 
fertilización con S. La expresión de Trx aumentó a las ocho horas de germinación como 
respuesta a la fertilización azufrada mientras que la expresión de los genes de α-amilasa 
y BASI fue estimulada positivamente por el S. Los resultados encontrados demuestran 
la influencia de la disponibilidad de N y S durante el cultivo en la calidad maltera, 
explicada a través del efecto sobre las propiedades estructurales y funcionales de los 
principales componentes que la determinan.  
 
Palabras clave: tiorredoxinas h – BASI - α-amilasa - β-amilasa - poder diastásico- 
cisteín- proteasas - extracto de malta 
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“Amylolytic activity regulation in barley seeds in response to sulfur and nitrogen 
fertilization during the growing season” 
 
ABSTRACT 
 
Amylolytic enzymes are the main malt component. They are responsible for soluble 
sugar liberation, which in turn are fermented by yeast in beer production. The aim of 
this work was to analyze the effect of different N and S availability levels for plants on 
the expression of genes and activity of α- and β-amylases and their regulators (BASI 
and Thioredoxins), and their impact on malt quality. S is a fundamental element for 
many of these proteins, since their functionality depends on the reduction of thiolated 
amino acids. Experiments were made in field conditions and in large containers in a 
factorial design with two N levels and two S levels. Grain yield was not affected in all 
sites, indicating that S deficiencies are not widespread. Protein and S content in grain 
increased with N fertilization. Total β-amylase increased as well with N fertilization, 
but enzyme solubilization and activity was dependent on S fertilization. The ability of 
Trx h1 and Trx h2 to solubilize reserve-protein bound β-amylase is demonstrated. An 
increase of α-amylase activity during seed germination in response to N fertilization 
was observed, but activity of this enzyme in the malt was found to be in relation to S 
fertilization. Trx expression increased eight hours after germination begun in response 
to S fertilization, while α-amylase and BASI gene expression was positively stimulated 
by S. Results obtained demonstrate that N and S availability during the growth season 
influence malt quality, and this influence can be explained through the effect on the 
structural and functional properties that determine it. 
 
Key works: thioredoxin h – BASI - α-amylase - β-amylase – diastatic power- cisteine 
proteases – malt extract 
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1.1 Introducción. 
1.1.1 El cultivo de cebada 
La cebada (Hordeum vulgare) es una especie originaria del oeste asiático que 
pertenece a la familia Poaceae. Su ciclo comienza con la germinación de la semilla y 
emergencia de la plántula y continúa con la aparición de las hojas a una tasa constante 
denominada filocrono. Al emerger la cuarta hoja comienza el período de macollaje que 
consiste en la aparición de macollos desde la yema axilar de las hojas más viejas 
(Miralles et al, 2011). El macollaje finaliza cuando los entrenudos  del vástago principal 
comienzan a elongarse. Luego de la aparición de la hoja bandera, la espiga emerge 
desde su vaina. En este momento del ciclo, ya se ha producido la polinización de esta 
especie autógama. Finalmente se desarrolla el período de llenado de grano que consiste 
en la etapa de formación de la nueva semilla, la acumulación de reservas y el posterior 
proceso de desecación.  
El grano de cebada (Figura 1.1) es un grano vestido, cubierto por dos tejidos 
protectores: la cáscara y el pericarpo. La testa consiste de dos cutículas cubiertas con 
cera y es la barrera efectiva al pasaje de sustancias entre el interior y el exterior del 
grano. Dentro de la testa, en el extremo basal del grano se encuentra el embrión y una 
estructura expandida denominada escutelo que posee un epitelio especializado 
adyacente al endosperma almidonoso. La deposición de proteínas de reserva y almidón 
durante la formación del grano ocurre en el endosperma almidonoso cuyas células están 
muertas en la madurez fisiológica. Rodeando al endosperma se encuentra la capa de 
aleurona, un tejido de 3 células vivas de espesor de importancia por su actividad 
metabólica durante la germinación. 
 
Figura 1.1: Estructura del grano de cebada (Briggs, 2012) 
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En la espiga, se ubican tres espiguillas con una flor cada una de ellas en cada 
nudo del raquis. Dependiendo de la fertilidad de las espiguillas laterales en la tríada de 
la inflorescencia, la cebada se clasifica en cebada de seis hileras, cuando las tres 
espiguillas son fértiles, o de dos hileras, cuando sólo la espiguilla central es fértil 
(Briggs, 1998). Precisamente a este último grupo pertenece la variedad utilizada en los 
ensayos de esta tesis: Scarlett. Dicha variedad, introducida en la década del 2000, posee 
un alto potencial de rendimiento y bajo contenido proteico (Prystupa y Ferraris, 2011) y, 
desde el año 2009, representa más del 80% de la cebada cervecera sembrada en nuestro 
país en términos de superficie cultivada (Cattáneo, 2011).  
 El período crítico para la determinación del rendimiento es la etapa de 
desarrollo del cultivo en la que se definen los componentes numéricos del rendimiento. 
En el caso de cebada de dos hileras, el período crítico se ubica entre los 10 y 40 días 
previos a la espigazón del cultivo, mientras que en la cebada de seis hileras dicho 
período comprende los 30 días previos a la espigazón (Arisnabarreta y Miralles, 2008). 
Esta diferencia en el período crítico de definición del rendimiento está dada por la 
importancia relativa de los componentes numéricos en cada grupo: mientras en el grupo 
de seis hileras existe una mayor plasticidad en el número de granos por espiga, en el 
grupo de dos hileras las espigas de los macollos cobran una mayor importancia en la 
determinación del rendimiento.   
 
1.1.2 Producción de cebada 
Existen dos tipos de cebada que se cultivan en nuestro país: cebada forrajera y 
cebada cervecera. En los últimos diez años, la producción de cebada forrajera fue menor 
que la de cebada cervecera; a su vez, la producción de cebada cervecera ha ido 
incrementándose en el mismo período mientras que la de cebada forrajera no ha 
manifestado una tendencia clara (Figura 1.2.A y B). 
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Figura 1.2: Producción anual (Tonelada/ campaña) de cebada cervecera (A) y forrajera 
(B) desde el año 2002 hasta la actualidad. Fuente: MAGyP  
 
La superficie implantada con cebada durante la campaña 2012/2013 alcanzó las 
1.650.000 hectáreas y el volumen cosechado 5.050.000 toneladas que constituyen un 
aumento del 40,9% en superficie y 23,6% en producción con respecto a la campaña 
anterior (MAGyP). En situaciones en las que el planteo productivo consiste en un doble 
cultivo (invernal+estival), debido a que el ciclo de cultivo de cebada finaliza alrededor 
de dos semanas antes que el ciclo de trigo, permite adelantar la implantación del cultivo 
sucesor que, en la mayoría de los casos, es soja de segunda. El período de 15 días que se 
adelanta la siembra del cultivo de segunda permite que las plantas alcancen el período 
de mayor riesgo de estrés hídrico bien establecidas. Estas razones, entre otras, explican 
que, mientras la superficie destinada a trigo disminuye campaña a campaña (superficie 
implantada 31,7% menor respecto a la anterior), la superficie destinada a cebada 
aumenta. 
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En nuestro país existen 5 plantas malteras con una capacidad productiva de 
629.000 toneladas de malta y una capacidad de almacenamiento de cebada de 489.000 
toneladas. Desde el año 2002, la compra de la producción de cebada por estas malterías 
aumentó desde 566.724 toneladas hasta 1.231.000 toneladas de cebada en el año 2007. 
Asimismo, la venta de cerveza se ha incrementado desde 12.150.000 hectolitros en el 
año 2002 hasta 17.200.000 en el año 2009 (Cámara de la Industria Cervecera). Esta 
tendencia de crecimiento en la producción de malta constituye otra razón que podría 
explicar el crecimiento en la producción de cebada. 
  
1.1.3 La producción de malta 
La fabricación de cerveza consiste en dos etapas diferenciadas (Figura 1.3): la 
producción de malta y la producción de cerveza propiamente dicha. Durante la primera 
etapa, los granos de cebada son remojados y mantenidos a temperatura controlada 
promoviendo la germinación. En la segunda etapa, se produce la solubilización de 
azúcares y proteínas de la malta por acción de las enzimas producidas durante el malteo 
y la posterior fermentación alcohólica de las levaduras.  
Remojado de cebada
Germinación
Secado
Producción de 
malta
MALTA
Elaboración del mosto
Fermentación
Filtración y Envasado
Producción de 
cerveza
MALTA
CERVEZA
Síntesis de α-amilasa
Solubilización de β-amilasa
Degradación parcial de 
sustancias de reserva
Reducción de humedad
Desarrollo de color y sabor
Degradación del almidón y de 
proteínas de reserva
Filtración y cocción del 
mosto
Agregado de lúpulo.
Esterilización  del mosto
Agregado de levadura
Remoción de turbidez
 
Figura 1.3: Esquema de elaboración de cerveza, desde el grano de cebada hasta la 
cerveza envasada. Se divide en dos etapas: la primera consiste en la producción de la 
malta y la segunda en la producción de cerveza propiamente dicha. Recuadros verdes: 
etapas en las que participan las enzimas amilolíticas. 
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El proceso de malteo se divide, a su vez, en tres fases: remojado, germinación y 
secado. Durante la primera fase, los granos absorben agua incrementando su contenido 
hasta un 40-42% en una sucesión de inmersiones y descansos de aire (Savin y 
Aguinaga, 2011). En la segunda etapa, los granos remojados son incubados a 
temperatura controlada, favoreciendo la germinación. Durante el remojado, que dura 
entre 24 y 36 horas, y principalmente durante la germinación que se extiende hasta 4 
días, los granos de cebada producen las enzimas hidrolíticas que llevan a las 
modificaciones de la estructura del grano (Mayolle et al., 2012). Finalmente, la 
fabricación de malta culmina en el secado y molienda de los granos germinados. Los 
objetivos del malteo son, entonces, 1) la producción de α-amilasa y proteasas; 2) la 
liberación de β-amilasa que, si bien fue sintetizada previamente, se encuentra unida a 
proteína de reserva; y 3) la modificación del endosperma, que consiste en la 
degradación parcial del almidón y las proteínas de reserva.  
 La malta resultante de la primera etapa de producción es utilizada para la 
elaboración del mosto en cervecería. El mosto constituye una solución de los azúcares y 
aminoácidos solubles producto de la maceración de la malta a temperatura controlada. 
Durante la elaboración del mosto, las amilasas y las proteasas degradan las sustancias de 
reserva dejando en solución compuestos que quedarán disponibles para el crecimiento 
de las levaduras en la etapa de fermentación. Finalizada su elaboración, el mosto se 
filtra, se esteriliza y se agrega lúpulo. La fermentación con levaduras se lleva a cabo 
sobre el mosto estéril lupulado y luego se filtra y envasa el producto resultante de la 
fermentación que constituye la cerveza. 
 
1.1.3.1 Procesos bioquímicos involucrados en la producción de malta 
Las semillas de cebada contienen, en mayor proporción, almidón como fuente de 
energía para el crecimiento del embrión durante la primera etapa de desarrollo hasta que 
logra conformarse una plántula capaz de vivir a partir de los carbohidratos sintetizados 
en la fotosíntesis. El almidón es un polisacárido que consiste en dos componentes 
(Figura 1.4 A y B): un polímero lineal de glucosa en uniones a-1,4 (amilosa) y un 
polímero ramificado de glucosa (amilopectina) en el cual cadenas con residuos a-1,4 
están unidas por enlaces a-1,6 (Dennis y Blakeley, 2009). 
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Figura 1.4: Estructura del almidón. A) Amilosa y B) amilopectina. 
 
Las enzimas que degradan almidón (Figura 1.5) se clasifican en 3 grupos: 
endoamilasas, exoamilasas y enzimas desramificantes (Muralikrishna y Nirmala, 2005). 
Las endoamilasas degradan uniones a-1,4 de amilosa y amilopectina. Los productos de 
hidrólisis varían en el tamaño de la cadena y tienen configuración a en el carbono 1 
(C1) del extremo reductor razón por la cual se denominan a-amilasas (1,4-α-D-
glucanohidrolasa, EC 3.2.1.1). Las exoamilasas también degradan uniones a-1,4 de 
amilosa y amilopectina pero actúan en el extremo no reductor removiendo sucesivas 
unidades de maltosa. El producto de hidrólisis tiene configuración b en el C1 por lo que 
estas enzimas se denominan b-amilasas (1,4-α-D-glucanomaltohidrolasa; EC 3.2.1.2). 
Los puntos de ramificación de la amilopectina (enlaces glicosídicos a-1,6) son 
resistentes al ataque de a y b amilasas; las enzimas que degradan estas uniones son 
denominadas desramificantes. 
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Figura 1.5: Hidrólisis de una molécula de amilosa por A) α-amilasa y B) β-amilasa. La 
primera hidroliza la molécula en una unión α-1,4 en forma aleatoria dentro de la 
molécula, dejando el carbono reductor en posición α mientras que la segunda lo hace 
liberando una molécula de maltosa desde el extremo no reductor dejando el carbono 
reductor en posición β. 
 
Las a-amilasas de cereales son pequeñas proteínas con un peso molecular de 20-
55 kDa separadas en dos grupos en base a sus propiedades químicas, físicas e 
inmunoquímicas. La forma predominante de a-amilasa es AMY 2 con un punto 
isoléctrico (pI) cercano a 5,8 y es sintetizada por las células de la capa de aleurona 
durante la germinación. Asimismo, existe otra forma de a-amilasa, AMY 1, con un pI 
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cercano a 4,5 que se encuentra en pequeñas cantidades en semillas maduras y en 
semillas en germinación (Georg-Kraemer et al., 2001). La síntesis de a-amilasa se 
encuentra regulada por hormonas: mientras el ácido giberélico (AG) promueve la 
síntesis de ARNm específico de a-amilasa, el ácido abscísico inhibe la síntesis de a-
amilasa en la etapa de transcripción y traducción (Muralikrishna G. y Nirmala M., 
2005). 
b-amilasa es sintetizada y acumulada durante el desarrollo del grano en dos 
formas: un complejo proteico insoluble, asociado mediante puentes disulfuro con la 
matriz proteica del endosperma (Grime y Briggs, 1995) y con la superficie de los 
gránulos de almidón,  y una forma libre o soluble (Georg-Kraemer et al., 2001). En 
semillas maduras la forma insoluble es predominante y durante la germinación es 
liberada por clivaje proteolítico, volviéndose completamente activa. De las enzimas 
amilolíticas, se cree que a-amilasa es la única enzima que puede iniciar la degradación 
de gránulos de almidón nativos. La completa degradación del almidón es realizada por 
b-amilasa, dextrinasa límite, b-glucosidasa y a-amilasa. 
Durante el malteo, las células de la capa de aleurona se vuelven activas, el 
contenido del endosperma almidonoso es parcialmente degradado y el embrión crece a 
expensas de la degradación del endosperma (Briggs, 1998). En la etapa inicial de la 
germinación el escutelo libera enzimas hidrolíticas que degradan las paredes celulares, 
proteína y almidón en el endosperma. Asimismo, cuando el grano de cebada se hidrata, 
el embrión produce AG, una hormona que migra a través del endosperma hacia la capa 
de aleurona. Es en este lugar, que  induce la síntesis y secreción de enzimas hidrolíticas, 
principalmente de α-amilasa. Si bien la enzima β-amilasa está presente en el grano 
maduro, se encuentra inactiva, unida a proteína de reserva y es incapaz de degradar al 
gránulo de almidón intacto. Al comenzar la hidrólisis del almidón por α-amilasa se 
exponen numerosos extremos no reductores desde los cuales comienza la hidrólisis 
mediada por β-amilasa. La α-glucosidasa, conocida también como maltasa, es la enzima 
que hidroliza la maltosa liberando azúcares simples que son utilizados por el embrión. 
La actividad proteasa es el resultado de la actividad de una mezcla compleja de exo y 
endopeptidasas. El embrión toma los aminoácidos simples del endosperma. A su vez, 
los aminoácidos que forman parte de las proteínas de reserva en la capa de aleurona son 
utilizados para la síntesis de las enzimas hidrolíticas que degradan las reservas en el 
endosperma. En síntesis, al finalizar la etapa de germinación, el almidón, que no puede 
ser degradado por las levaduras está parcialmente degradado pero también se han 
producido las enzimas que completarán su degradación hasta azúcares fermentables 
durante la elaboración del mosto. La duración de la etapa de germinación es variable, 
pero no debe ser lo suficientemente larga como para que el embrión en crecimiento 
consuma gran parte de las reservas, ni suficientemente corta como para que se pueda 
producir una adecuada cantidad de enzimas hidrolíticas.  
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1.1.3.2 Calidad maltera. 
La calidad maltera es una característica compleja que depende de las 
propiedades físicas del grano maduro y de las enzimas sintetizadas durante la 
germinación (Rivas et al, 2002). Por esta razón, todas las variables que afecten el 
desarrollo del grano y su estructura final tendrán un impacto en la germinación y 
consecuentemente en la calidad del grano para la industria maltera.  
El almidón no puede ser utilizado por las levaduras y debe ser degradado a 
azúcares solubles, previamente, por otra fuente enzimática para que las levaduras 
puedan así llevar a cabo la fermentación alcohólica (Jones, 2005). Es decir, durante el 
malteo se produce una germinación controlada de las semillas de cebada en las que se 
sintetizan las enzimas amilolíticas. Posteriormente, durante la maceración de la malta el 
almidón es degradado a azúcares solubles como la maltosa.  
Los parámetros que se relacionan con la calidad maltera (Tabla 1.1), son 
medidas realizadas sobre la malta que dan idea de la capacidad de filtrado de la misma, 
el comportamiento de las enzimas que degradan el almidón, el contenido de proteína 
disponible para el crecimiento de las levaduras y la capacidad de la malta de producir 
azúcares simples. Dentro de estos parámetros figuran el poder diastásico y el extracto de 
malta. Diastasa es el nombre colectivo de las enzimas de la malta involucradas en la 
ruptura del almidón durante la elaboración del mosto (Briggs, 1998). La capacidad de 
degradar el almidón de la malta, es medida como poder diastásico (PD) en grados 
Lintner (º L) o Índice Windish-Kolback (ºWK). El extracto de malta representa el total 
de sustancias solubles obtenidas a partir de la maceración. El requerimiento sobre estos 
dos parámetros es de 260 ºWK y un extracto de malta mayor al 80%. 
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Tabla 1.1: Parámetros de calidad de malta (Savin y Aguinaga, 2011). 
Parámetro Definición
Extracto Estimación del total de sustancias solubles en el mosto por incremento 
de la densidad luego de una maceración controlada
Tiempo de 
sacarificación
Es el tiempo requerido para convertir el almidón en dextrinas desde que 
la temperatura de maceración llega a 70 ºC
Tiempo de 
filtración
Da idea del comportamiento durante el filtrado industrial. 
Color del mosto Se relaciona con el color final de la cerveza
Viscosidad Altos valores de viscosidad predicen problemas de filtración
Índice de Kolbach Es el porcentaje de proteínas solubles en relación a las proteínas totales
α-amilasa Mide la actividad enzimática de descomposición del almidón hasta 
dextrinas
Poder diastásico Mide la capacidad conjunta de las enzimas de degradar el almidón hasta 
azúcares reductores
FAN Aminoácidos libres que quedan disponibles para el crecimiento de la 
levadura
Friabilidad Analiza el grado de disolución de la estructura física de los granos, 
paredes celulares y matriz proteica
Índice de Hartong Es una maceración a 45ºC y está relacionada con la temperatura de 
gelatinización del almidón en la primera fase de descomposición 
enzimática
Atenuación límite 
aparente
Es el porcentaje de azúcares fermentables en el mosto
β-glucanos Una elevada concentración de glucanos de cadena larga indican 
problemas de filtración
 
El principal factor que determina la calidad maltera es el genotipo debido a que 
establece la potencialidad de la cebada para malta y la interacción con el ambiente a 
través de los efectos que diversos tipos de estrés como la disponibilidad hídrica, la 
disponibilidad de nitrógeno y las altas temperaturas tienen sobre la composición del 
grano. A lo  largo de esta tesis se analizarán los efectos que tienen la disponibilidad de 
nitrógeno y azufre en la composición del grano y en los parámetros bioquímicos que 
determinan la degradación del almidón y en consecuencia, la calidad de la cebada para 
malta. 
 
1.1.4 Fertilización nitrogenada en cebada.  
Dentro de los macronutrientes, el nitrógeno (N) es el más importante en el 
desarrollo de las plantas debido a que una gran parte de las moléculas que las componen 
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(proteínas, vitaminas, hormonas y ácidos nucleicos así como también clorofila y los 
constituyentes del complejo antena en fotosíntesis) contienen N.  
La mayor parte del N del suelo se halla formando compuestos orgánicos y queda 
disponible para las plantas por el proceso de mineralización (Palma y Segat, 2000). El N 
inorgánico se encuentra en forma de amonio (NH4
+) y nitrato (NO3
-), siendo éste la 
forma preferentemente absorbida por las plantas (Bonilla, 2000). Una vez en el interior 
de las células de la raíz la mayor proporción del NO3
- se dirige a las hojas vía xilema en 
donde es reducido a NH4
+ por la acción de las enzimas nitrato reductasa y nitrito 
reductasa. La incorporación del N a moléculas orgánicas ocurre mayoritariamente por la 
vía GS-GOGAT. Esta vía de asimilación del N incluye la acción secuencial de dos 
enzimas: glutamina sintetasa (GS) y glutamato oxoglutarato aminotransferasa 
(GOGAT). El resultado es la incorporación del N a esqueletos carbonados, con la 
consecuente producción de glutamina y glutamato con gasto de energía en forma de 
ATP y ferredoxina reducida. Tanto por la utilización de esqueletos carbonados así como 
la de energía para su asimilación, la incorporación del nitrógeno como nitrógeno 
orgánico está íntimamente relacionada con el metabolismo del carbono.   
Durante el ciclo del cultivo la disponibilidad de N depende de la tasa neta de 
liberación de N desde la materia orgánica del suelo, controlada por el balance entre 
inmovilización y mineralización mediada por microorganismos del suelo, las 
contribuciones de N orgánico e inorgánico aplicado y las pérdidas de N que pueden 
darse durante el ciclo (Cassman et al, 2002). Dado que los suelos suelen presentar 
deficiencias en este nutriente la fertilización nitrogenada es una práctica habitual de 
manejo del cultivo. Estudios de deficiencias de nitrógeno y fósforo en cebada (Prystupa 
et al, 2004), revelaron que las deficiencias en ambos nutrientes redujeron el número de 
granos y esta respuesta se debió a la disminución de la biomasa de espigas alrededor de 
antesis. En aplicaciones de N a la siembra, se informó aumentos en el rendimiento de 
cebada asociados a la fertilización por aumentos en el número de granos (Ferraris et al,  
2011) sin afectar el peso de los mismos. Asimismo, las respuestas sobre las variables 
que determinan el número de granos consistieron en aumentos en el número de espigas 
por unidad de área por aumentos en el número de macollos así como aumentos en el 
número de granos por espiga (Baethgen et al, 1995). Las deficiencias de nitrógeno 
determinan que el efecto de la fertilización consiste en un aumento en el rendimiento 
asociado a la superación de limitaciones en el establecimiento de las estructuras que 
determinan el número final de granos. 
El contenido de proteína cruda (%) es usado como parámetro de calidad de los 
granos para malta. Valores inferiores al 10% causan una disminución en la capacidad 
enzimática y una menor provisión de aminoácidos para las levaduras (Savin y 
Aguinaga, 2011). Las hordeínas son proteínas de reserva del grano de cebada y se 
acumulan en el endosperma almidonoso adhiriéndose fuertemente a las paredes 
celulares y a gránulos de almidón impidiendo su degradación cuando los valores de 
proteína son mayores al 12% (Briggs, 1998). La respuesta en el contenido proteico  a la 
fertilización nitrogenada depende del grado de deficiencia del nutriente que experimente 
el cultivo: con bajas disponibilidades el contenido proteico de los granos se mantuvo o 
incluso disminuyó (Baethgen, 1992); en dosis altas del nutriente, en cambio, cuando el 
rendimiento ya no aumenta se informaron aumentos en el contenido de proteína (Qi et 
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al, 2006; Prystupa et al, 2008; Edney et al, 2012). En situaciones en las que la aplicación 
del fertilizante se realizó en espigazón la respuesta consistió en un incremento en el 
contenido proteico (Prystupa et al, 2008). El contenido proteico de los granos depende 
entonces de la dosis y el momento de aplicación del fertilizante.  
 
1.1.5 Fertilización azufrada en cebada. 
 El azufre (S) es el tercer macronutriente en importancia ubicándose detrás del N 
y el fósforo (P). En las plantas,  se encuentra en los aminoácidos cisteína y metionina, 
integra diversas coenzimas y, como grupo tiol (–SH), cumple un papel clave en 
reacciones enzimáticas determinando, según su forma reducida u oxidada, la actividad 
de las mismas (Bonilla et al, 2000). La presencia de restos tioles confieren a las 
proteínas y péptidos que los portan funciones tan diversas como la activación rédox que 
se da en enzimas fotosintéticas, la protección frente a estrés oxidativo (glutatión) y las 
relaciones intra e intermoleculares de las proteínas del gluten. 
Dentro del grupo de proteínas que presentan restos tioles se encuentran dos que 
resultan de gran importancia durante la germinación: tiorredoxina (Trx) y BASI (por sus 
siglas Barley α-Amylase/SubtilisinInhibitor). Las tiorredoxinas son proteínas tioladas 
cuyo peso molecular se encuentra en torno a los 12 kDa. En el sitio activo, en su forma 
oxidada, se forma un puente disulfuro (S-S) entre las cisteínas que se transforma en dos 
grupos tiólicos (-SH) en su forma reducida. En las plantas existen diversos tipos de 
tiorredoxinas, de diferente localización subcelular. Las tiorredoxinas h (Trx h) son 
citosólicas y su reducción está mediada por la Tioredoxina reductasa (NTR) que utiliza 
NADPH como fuente de poder reductor. Así, la Trx h reducida es capaz de reducir 
puentes disulfuro en proteínas diana y, por lo tanto, poseen la capacidad de actuar como 
agentes óxido-reductores en múltiples reacciones químicas (Figura 1.6). 
 
 
Figura 1.6: Esquema de la actividad óxidoreductasa del sistema tiorredoxina (Arnér y 
Holmgren, 2000). 
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Las Trxs h son las menos conocidas en cuanto a su función. Se ha informado que 
durante la germinación de semillas de trigo, las proteínas de reserva, gliadinas y 
gluteninas, son reducidas por tiorredoxina h (Kobrehel et al., 1992, Wong et al., 1995). 
En cebada han sido descriptas dos isoformas de Trx h denominadas Trxh1 y Trxh2 
(Maeda et al, 2003). Jiao et al., (1993), encontraron que una Trx h de cebada pudo 
reducir e inactivar proteínas inhibidoras de α-amilasa y tripsina. Asimismo, un estudio 
en proteínas liberadas por la capa de aleurona (Hägglund et al, 2010), demostró que b-
amilasa es una proteína diana de Trx h. Por su parte, BASI es un inhibidor bifuncional 
debido a que posee la capacidad de inhibir a a-amilasa endógena, en presencia de Ca2+ 
y de inhibir también a proteasas del tipo subtilisinas. Debido a su doble actividad, la 
función biológica del inhibidor sería prevenir el brotado prematuro por inhibir a a-
amilasa endógena y constituiría un mecanismo de defensa por su capacidad de inhibir 
proteasas de agentes patógenos (Nielsen et al., 2004; Robertson y Hill, 1989).  
La mayor parte del S del suelo se encuentra en forma orgánica que se torna 
disponible para las plantas, del mismo modo que el N, mediante la mineralización. El S 
orgánico forma sulfuro de hidrógeno (H2S) que, en medio aeróbico, se oxida a S 
elemental y a sulfato (SO4
2-).  Este ion es la forma en la cual las plantas absorben el S 
del suelo. En regiones templadas, los suelos con una buena provisión de materia 
orgánica tienen un adecuado suministro de azufre. Las deficiencias del nutriente son 
comunes en suelos arenosos, bien drenados y con lluvias abundantes (Giuffré, 2000).  
El SO4
2- ingresa a la raíz por transporte activo y se transloca vía xilema hasta las 
hojas. La asimilación ocurre en dos vías diferentes (Crawford et al, 2000): la mayor 
parte es reducido a sulfuro (S2-) con gasto de energía en forma de ATP y poder reductor 
y luego el ion S2- es incorporado a la cisteína. La otra vía de asimilación incorpora el 
SO4
2- desde 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfato (PAPS) a moléculas orgánicas formando 
el grupo sulfuril (-SO2). Las vías de asimilación del SO4
2- están relacionadas con el 
metabolismo del nitrógeno debido a que ambas convergen en la síntesis de aminoácidos 
azufrados. 
En Pampa Ondulada, la respuesta a la fertilización azufrada fue observada en 
suelos arenosos con bajo contenido de materia orgánica (Cordone et al., 2002). En dos 
localidades del partido de General Arenales, se encontró un aumento en el rendimiento 
de cebada asociado a la fertilización azufrada (Prystupa et al., 2008). Asimismo, en 
estudios de deficiencia de N y S en trigo el aumento en el rendimiento se explicó por un 
mayor número de espigas por unidad de área y dicha respuesta fue acentuada cuando el 
S no fue limitante (Salvagiotti y Miralles, 2008). En suelos con bajo contenido de 
materia orgánica es posible observar respuestas a la fertilización azufrada cuando es 
dicho nutriente el limitante. 
Los parámetros que evalúan la calidad maltera no incluyen el contenido de S. Se 
ha brindado especial atención a la composición de las proteínas de reserva porque las 
hordeínas B (que contienen S) son el mayor componente de la fracción proteica que 
puede limitar la modificación del endosperma durante la germinación (Shewry et al., 
2001). En un trabajo llevado a cabo durante los años 2003 y 2004 en el Reino Unido 
(Zhao et al., 2006), se evaluó el efecto de la fertilización azufrada sobre parámetros de 
calidad maltera: la respuesta fue dependiente del cultivar y en algunos casos involucró 
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el aumento de α-amilasa y del poder diastásico aunque no tuvo efecto sobre el extracto 
de malta. Existe poca evidencia de los efectos de una mayor concentración de S en 
grano puedan tener sobre la calidad maltera a través de su impacto sobre los 
mecanismos que gobiernan la degradación del almidón durante la germinación.  
 
1.2 Objetivo e hipótesis general 
Dado que: i) la calidad maltera depende, entre otros factores, de la cantidad de 
proteínas y de la actividad amilásica, ii) existen deficiencias de azufre en la Región 
Pampeana, y iii) existen proteínas tioladas que favorecen la movilización de reservas, el 
objetivo principal de este trabajo fue establecer en qué medida diferentes niveles de 
nitrógeno y azufre disponible para las plantas pueden afectar la expresión de genes y 
actividad de proteínas relacionadas con la degradación del almidón y la influencia que 
esto puede tener sobre la calidad maltera en función de las modificaciones que se 
puedan producir en los niveles de actividades de amilasas durante la germinación de los 
granos. 
La hipótesis general que se puso a prueba es entonces: 
“La calidad maltera de cebada se encuentra influenciada por los niveles de 
disponibilidad de N y S existentes durante el ciclo de cultivo a través de su efecto sobre 
la actividad amilásica de los granos”. 
 
1.3 Objetivos e hipótesis específicas 
Los objetivos particulares fueron:  
1) evaluar los efectos de la fertilización nitrogenada y azufrada en el rendimiento 
del cultivar Scarlett en suelos arenosos del Oeste Bonaerense (Partidos de 
General Viamonte y Junín);  
2) evaluar el efecto de la fertilización nitrogenada y azufrada en condiciones 
controladas sobre el rendimiento y sus componentes; 
3) evaluar el efecto de la fertilización nitrogenada y azufrada en condiciones 
controladas y a campo sobre la composición de los granos; 
4) evaluar los efectos de diferentes niveles de N y S disponible para las plantas 
sobre la calidad maltera de los granos a través de cambios en la actividad de a-
amilasa y b-amilasa durante la germinación. 
5) analizar la capacidad de las Trxs h de solubilizar β-amilasa; 
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6)  analizar la expresión de los genes que codifican para Trx h1, Trx h2, BASI, 
AMY 1 y AMY 2 en semillas de cebada en germinación y evaluar los efectos 
de la fertilización nitrogenada y azufrada sobre la expresión; 
Las hipótesis específicas y sus correspondientes predicciones asociadas se 
abordarán en los capítulos correspondientes de esta tesis. Sin embargo, se enumeran a 
continuación: 
1) Hipótesis I  
El rendimiento del cultivar Scarlett de cebada se encuentra limitado por la 
disponibilidad de N y S en suelos arenosos del Oeste Bonaerense (Partidos de General 
Viamonte y Junín) (Capítulo 2). 
i. El rendimiento del cultivo será mayor en los tratamientos que reciban ambos 
nutrientes que en los tratamientos restantes. 
 
2) Hipótesis II 
La doble fertilización afecta al número de granos por unidad de área a través del 
número de espigas por unidad de área (Capítulo 2). 
i. El número de granos por unidad de área será mayor en los tratamientos que 
poseen la doble fertilización puesto que aumentará el número de espigas por 
unidad de área.  
 
3) Hipótesis III. 
El contenido de proteínas y de azufre en grano se relaciona con la disponibilidad 
de N y S durante el ciclo del cultivo (Capítulo 2). 
i. La cantidad de N y S presente en los granos que provienen de un cultivo 
fertilizado con dichos nutrientes será mayor que en aquellos que no recibirán 
tratamiento de fertilización. 
 
4) Hipótesis IV 
La disponibilidad de N y S durante el crecimiento del cultivo afecta la actividad 
amilolítica durante la germinación de las semillas.  
i. El aumento en la disponibilidad de N y S, resultará en una mayor actividad de a-
amilasa debido a la inactivación del inhibidor BASI mediada por Trx h (Capítulo 
3) 
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ii. La mayor disponibilidad de S se correlacionará positivamente con la actividad 
de b-amilasa soluble debido a una mayor liberación de la forma insoluble de la 
enzima (Capítulo 3).  
iii. La actividad total de b-amilasa de semillas provenientes de tratamientos con 
fertilización nitrogenada y azufrada será mayor que en semillas provenientes de 
tratamientos sin fertilización (Capítulo 3).  
 
5) Hipótesis V 
Las tiorredoxinas h participan en la solubilización de la enzima β-amilasa 
(Capítulo 3).  
i. La actividad de la enzima β-amilasa de una extracción realizada en presencia de 
tiorredoxina h purificada será mayor que aquella extraída en ausencia de dicha 
proteína.  
ii. Las dos isoformas de Trx h actuarán de manera diferencial sobre la liberación de 
β-amilasa. 
 
6) Hipótesis VI 
Las variaciones en actividad amilolítica se explican por variaciones en la síntesis 
de proteínas tioladas tales como Trxs h, inhibidores y amilasas propiamente dichas 
(Capítulo 4).  
i. La mayor disponibilidad de N y S redundará en una mayor síntesis de Trx h, de 
BASI y de amilasas. Si bien se espera que aumente la síntesis de los tres tipos de 
proteínas, la relación de aumento no será proporcional entre ellos. 
 
7) Hipótesis VII 
La disponibilidad de N y S afecta la calidad de la malta a través del PD 
(Capítulo 5). 
i. El PD de la malta resultante de los tratamientos que recibieron la doble 
fertilización aumentará debido a un incremento en la actividad amilásica. A 
pesar de que se espera que el S incremente la capacidad de la malta de degradar 
el almidón, como la respuesta generalizada al N es una disminución del extracto, 
se espera que ante la doble fertilización el valor de extracto de malta no se 
modifique.  
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1.4 Estructura general de la tesis 
La tesis se estructura en seis capítulos a través de los cuales se analizará el 
impacto de un manejo agronómico, como lo es la fertilización, en los mecanismos 
bioquímicos que determinan la calidad maltera. El primer capítulo constituye una 
introducción general a los conocimientos sobre el tema y culmina con el planteo de las 
hipótesis que fueron puestas a prueba durante el desarrollo de este trabajo. El segundo 
(Rendimiento y composición nutricional del grano de cebada cervecera en respuesta a 
la fertilización nitrógeno-azufrada) abordará aspectos generales de los efectos de la 
fertilización sobre el rendimiento y la composición de los granos en términos de 
contenido de proteína y de S. El siguiente capítulo (Capítulo 3: Actividad amilolítica de 
cebada durante la germinación en respuesta a la  fertilización nitrógeno-azufrada) 
evaluará los efectos de la composición del grano en términos de nitrógeno y azufre 
sobre la actividad de las enzimas que participan durante la germinación. En el capítulo 4 
(Expresión de amilasas, tiorredoxinas y BASI durante la germinación) se analizará la 
expresión de los genes de las proteínas que determinan la actividad de las enzimas 
analizadas en el capítulo número 3. En el capítulo 5 (Influencia de la composición del 
grano de cebada sobre la calidad de malta) se determinarán las modificaciones en 
algunos parámetros de calidad maltera producto de una composición del grano 
diferencial. Finalmente, en el capítulo 6 (Discusión y conclusiones generales. 
Perspectivas futuras) se desarrollará una discusión general vinculando los resultados 
obtenidos en cada uno de los capítulos anteriores, se presentarán las conclusiones 
finales y las perspectivas futuras de este trabajo. 
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Capítulo 2: Rendimiento y composición del 
grano de cebada cervecera en respuesta a 
la fertilización nitrógeno-azufrada. 
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2.1 Introducción 
 
 En la Región Pampeana, es común encontrar deficiencias de N y, en los últimos 
años, se han informado respuestas a la fertilización con S en diversos cultivos. En una 
red de ensayos de nutrición llevada a cabo en la región del sur de Santa Fe, este de 
Córdoba y norte de Buenos Aires (García et al., 2006), se observaron aumentos de 
rendimiento asociados a la fertilización con S en soja, tanto de primera como de 
segunda, y en maíz, demostrando situaciones productivas en las que la disponibilidad de 
S es limitante del rendimiento. Estudios llevados a cabo en trigo (Salvagiotti y Miralles, 
2008b; Ferraris et al., 2012), informaron  una interacción entre la fertilización 
nitrogenada y azufrada sobre biomasa y rendimiento indicando que, en algunas 
situaciones, el S mejora la respuesta del rendimiento a la aplicación de N. A pesar de 
que el efecto de la fertilización nitrogenada en el rendimiento de cebada ha sido 
estudiado y es similar a la respuesta de otros cereales (Baethgen et al., 1995; Abeledo et 
al., 2008; O’Donovan et al., 2011), la respuesta a la fertilización azufrada y su 
interacción con la fertilización nitrogenada es menos clara. En una red de fertilización 
de cebada llevada a cabo en la provincia de Buenos Aires (Prystupa et al., 2008), las 
respuestas a la aplicación de S fueron variables, sugiriendo que las deficiencias de este 
elemento no son generalizadas. Debido a que la mayor parte de la producción anual de 
cebada en nuestro país se concentra en la Provincia de Buenos Aires, que produjo en la 
campaña 2011/2012 el 93,7% de la producción total (MAGyP) es importante establecer 
la respuesta del rendimiento de cebada a la fertilización con N y S en regiones con 
potenciales deficiencias.    
Uno de los modelos utilizados para analizar el rendimiento, consiste en 
descomponerlo en el producto del número de granos por unidad de área y el peso de los 
mismos (Miralles et al., 2011). Mientras el peso de los granos es determinado por la tasa 
de llenado y la duración del período de llenado, el número de granos por unidad de área 
es establecido por el número de espigas por unidad de área y el número de granos por 
espiga. A su vez, el número de espigas por unidad de área es establecido por la cantidad 
de macollos fértiles que se desarrollan y sobreviven en el período de macollaje y 
encañazón.  
Similarmente a lo observado en otros cultivos, el rendimiento está fuertemente 
asociado al número de granos y no al peso de los mismos (Abeledo et al., 2003; 
Prystupa et al., 2004; Alzueta, 2008). La disponibilidad de N afecta tanto el número de 
espigas por unidad de área como el número de granos por espiga (Abeledo et al., 2003; 
Alzueta et al., 2012). El efecto de la fertilización azufrada sobre los componentes 
numéricos del rendimiento, se asoció a un aumento en la cantidad de espigas por m2, 
pero esta respuesta fue evidente con dosis altas de N evidenciando la interacción entre 
ambos nutrientes  (Alzueta et al., 2012).  
En nuestro país, el principal uso industrial de la cebada cervecera es la 
producción de malta. Entre los determinantes de la calidad industrial de la cebada  para 
malta, el contenido proteico del grano es muy importante. La cantidad de cerveza 
obtenida por unidad de malta disminuye si se emplean maltas provenientes de granos 
con altos contenidos proteicos (Prystupa, 2005). Por otro lado, un bajo contenido 
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proteico de los granos es limitante para el crecimiento de las levaduras. Según las 
normas de comercialización de cebada cervecera (Resolución 446/2007 - S.A.G.P. y A. 
- Anexo A) el contenido mínimo de proteína debe ser de un 10% y el máximo de un 
12%.  
El contenido de proteínas suele aumentar en cultivos fertilizados con N (Edney 
et al., 2012), pero en algunos casos se registró una disminución de este parámetro, 
producto de que la mejora nutricional produjo un aumento del rendimiento (Zhao et al., 
2006). En una red de 19 ensayos realizados en la zona productora de cebada del sur y 
norte de la provincia de Buenos Aires, el contenido proteico de los granos aumentó con 
la fertilización de N (Prystupa et al., 2008). En estudios realizados con espigas 
creciendo en cultivos in vitro con distintas disponibilidades de N en el medio de cultivo 
(Qi et al., 2006), se encontró que el contenido de proteína aumentó con la disponibilidad 
de N. Estos resultados indican que el contenido proteico del grano está limitado por la 
disponibilidad de N. 
Entre los elementos que forman parte de las proteínas, el S es de importancia 
porque está presente en los aminoácidos metionina y cisteína. Ante deficiencias de este 
nutriente podría estar limitada la síntesis de aminoácidos y por consiguiente la de 
proteínas. La fertilización con S en trigo (Salvagiotti el al., 2009) incrementó la 
absorción de N cuando éste no fue limitante. Estudios de deficiencias de S en cebada 
(De Bona et al., 2011), demostraron que la inducción de la enzima nitrato reductasa por 
altas disponibilidades de N depende de la concentración de S. Esta enzima cataliza la 
primera reacción de la vía de asimilación reductora de NO3
- por lo que es limitante de la 
utilización del N. Por otro lado, en trabajos que evaluaban la respuesta de  cebada a la 
fertilización azufrada (Zhao et al., 2006; Prystupa et al., 2008), se informó aumentos de 
rendimiento y disminución de la concentración de proteína por efecto de dilución al 
aumentar el rendimiento. En condiciones limitantes, la fertilización puede favorecer el 
establecimiento de un mayor número de granos aumentando el rendimiento.   
Difundida en la década del 2000 en Argentina, Scarlett es la principal variedad 
de cebada cervecera cultivada (Cattáneo, 2011) y se caracteriza por un alto potencial de 
rendimiento y por una tendencia a presentar contenidos proteicos excesivamente bajos 
(Prystupa y Ferrari, 2011). Esta característica permite el estudio de fertilizaciones con 
dosis altas de N sin desmedro de la calidad del grano por superar los límites comerciales 
en la cantidad de proteína.  
 
2.2 Objetivos e hipótesis 
  
Los objetivos de este capítulo fueron: 1) evaluar los efectos de la fertilización 
nitrogenada y azufrada en el rendimiento del cultivar Scarlett en suelos arenosos del 
Oeste Bonaerense (Partidos de General Viamonte y Junín); 2) evaluar el efecto de la 
fertilización nitrogenada y azufrada en condiciones controladas sobre el rendimiento y 
sus componentes; y 3) evaluar el efecto de la fertilización nitrogenada y azufrada en 
condiciones controladas y a campo sobre la composición de los granos. Las hipótesis 
asociadas a estos objetivos fueron: I) El rendimiento del cultivar Scarlett de cebada se 
encuentra limitado por la disponibilidad de N y S en suelos arenosos del Oeste  
Rendimiento y composición del grano de cebada en respuesta a la fertilización con N y S 25 
 
 
Regulación de la actividad amilásica en semillas de cebada en respuesta a la fertilización con azufre y 
nitrógeno durante el cultivo 
Bonaerense (Partidos de General Viamonte y Junín); II) la doble fertilización afecta al 
número de granos por unidad de área a través del número de espigas por unidad de área; 
y III) el contenido de proteínas y de azufre en grano se relaciona con la disponibilidad 
de N y S durante el ciclo del cultivo. Las predicciones asociadas a las hipótesis fueron, 
respectivamente: I) el rendimiento del cultivo será mayor en los tratamientos que 
reciban ambos nutrientes que en los tratamientos restantes; II) el número de granos por 
unidad de área será mayor en los tratamientos que poseen la doble fertilización puesto 
que aumentará el número de espigas por unidad de área; y III) La cantidad de N y S 
presente en los granos que provienen de un cultivo fertilizado con dichos nutrientes será 
mayor que en aquellos que no recibirán tratamiento de fertilización. 
 
 
2.3 Materiales y métodos. 
 
2.3.1  Experimentos a campo 
 
Se realizaron experimentos a campo en suelos Hapludoles del Partido de Junín 
(34º 38’ 22’’ S y 60º 57’ 02’’ O; 34º 19’ 50’’ S y 61º 09’ 01’’ O) y  General Viamonte 
(34º 45’ 41’’ S y 61º 02’ 39’’ O), Provincia de Buenos Aires. Los experimentos se 
llevaron a cabo en dos años, 2008 y 2009 y el cultivar utilizado fue Scarlett. El suelo de 
los sitios experimentales fue caracterizado previamente y los datos de composición 
química se muestran en la Tabla 2.1 (Prystupa, comunicación personal).  
 
Tabla 2.1: Contenido de materia orgánica (MO), fósforo (P), nitrógeno (N (NO3)) y azufre (S 
(SO4) y valores de pH de los suelos en cada sitio experimental (Prystupa, comunicación 
personal). 
 
Sitio experimental Profundidad (cm)  pH MO (%) P (ppm) N (NO3) ppm S (SO4) ppm
Baigorrita 2008 0-20 5,4 2,5 10,7 8 13,2
20-40 5
40-60 4
Junín 2008 0-20 5,2 2,1 12,6 4 13,8
20-40 5
40-60 5
Baigorrita 2009 0-20 6,3 2,4 12,3 84 19,6
20-40 60
40-60 40
Tiburcio 2009 0-20 5,9 2,6 9,1 63 29,5
20-40 15
40-60 10  
 
 
Los tratamientos resultaron de la combinación de dos niveles de azufre (sin 
fertilizar y fertilizado con 10 kg S/ha aplicado como CaSO4) y dos niveles de 
disponibilidad de nitrógeno (sin fertilizar y 160 kg de N/ha) de acuerdo al contenido de 
N de suelo (Tabla 2.1) al que se le añadió la cantidad correspondiente de N en forma de 
urea. El diseño experimental fue en bloques aleatorizados con cuatro repeticiones en 
parcelas de 3 m de ancho y 15 m de largo. El cultivo fue conducido en las condiciones 
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habituales de producción de la zona y los tratamientos de fertilización se realizaron a la 
siembra. Se cosecharon las plantas de 2 metros lineales y, posteriormente, fueron 
secadas a 60ºC y trilladas. Finalmente se pesaron los granos y se determinó el 
rendimiento en kg/ha. Se presentan los datos de rendimiento correspondientes a los 
experimentos del año 2008, al igual que el análisis estadístico de los mismos, a los 
efectos de considerarlos en conjunto con los del año 2009 y relacionarlos con los 
resultados referentes a la composición del grano, pero cabe aclarar que dichos datos de 
rendimiento serán presentados como propios en la tesis doctoral de Pablo Prystupa. 
 
 
2.3.2 Microcultivos. 
 
Durante el año 2010, se realizaron microcultivos en contenedores plásticos en el 
campo experimental de la Facultad de Agronomía (34º 35’ 31’’ S y 58º 29’ 15’’ O), 
Universidad de Buenos Aires. El sustrato de siembra utilizado resultó de la mezcla 
conformada por tres partes iguales de arena y una parte de suelo. El tamaño de los 
contenedores fue de 0,2728 m2: 0,62 m de largo, 0,44 m de ancho y 0,34 m de alto, con 
un volumen total de 92,7 L.  El diseño experimental consistió en bloques completos con 
tres repeticiones. Previamente a la siembra, se realizaron abundantes riegos a fin de 
disminuir el contenido de nitratos presentes en el sustrato. Se realizó una fertilización de 
base con fósforo y micronutrientes. Se sembraron semillas de cebada cultivar Scarlett a 
una distancia de 9 cm con una densidad de 240 semillas/contenedor. Posteriormente se 
efectuó un raleo para obtener una densidad de 120 plantas/contenedor. Los tratamientos 
resultaron de la combinación de dos niveles de azufre, 0 y 10 kg S/ha aplicados como 
CaSO4,  y dos niveles de nitrógeno, 0 y 150 kg N/ha aplicados como urea. Durante el 
ciclo del cultivo se aplicaron riegos complementarios a las precipitaciones. Las malezas 
fueron controladas manualmente mientras que el control de insectos se llevó a cabo en 
forma química. Se cosecharon en madurez fisiológica todas las espigas de los 
contenedores y la trilla se realizó manualmente. Se determinaron el rendimiento, el 
número de espigas por contenedor, el número de granos por espiga y el peso de los 1000 
granos.  
  
 
2.3.3  Determinación de contenido de proteína y azufre  
Las determinaciones de contenido de proteína y azufre se realizaron sobre 
granos molidos provenientes de los ensayos a campo y el ensayo en microcultivos 
descriptos previamente.  
El contenido de nitrógeno se determinó a través del método de Kjeldahl (Harris, 
1970; Galvean, 1986). Este método consiste en la digestión del nitrógeno orgánico a 
NH4
+ en presencia de ácido sulfúrico, seguido de la neutralización con hidróxido de 
sodio que lo transforma en NH3 y la destilación de éste usando ácido bórico con 
indicador como receptor del destilado. La cuantificación del NH3 se realizó por 
titulación con ácido sulfúrico valorado. Para el cálculo de contenido de proteína se 
afectó el contenido de N por un factor de 5,75. 
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Para determinar el contenido de azufre, se utilizó el método descripto por 
Sadzawka et al. (2007), que consiste en una digestión con Mg(NO3)2 seguida de una 
calcinación a 500 °C y una posterior determinación turbidimétrica a 440 nm de azufre 
como sulfato de bario empleando Tween 80 como estabilizador. 
  
2.3.4 Análisis estadístico. 
El análisis estadístico realizado fue por Análisis de la Varianza (ANOVA) 
factorial considerando los efectos simples de la fertilización azufrada y la nitrogenada y 
su interacción. Cuando los datos no cumplieron con el supuesto de homogeneidad de 
varianza fueron transformados a una variable que cumplió con dicho supuesto. Las 
transformaciones aplicadas a los datos se detallan en las figuras de la sección de 
resultados y en sus correspondientes figuras dentro del anexo. El nivel de significancia 
elegido fue de α<0,05. Las comparaciones de las medias se realizaron a través del test 
de Tukey con un nivel de significancia de α<0,05. Para los análisis estadísticos se 
utilizó el software Infostat.  
 
 
2.4 Resultados 
 
 
2.4.1 Experimentos a campo 
 
2.4.1.1 Caracterización climática de las campañas 
 
Los dos años durante los cuales se llevaron a cabo los experimentos a campo se 
diferenciaron principalmente por la cantidad de precipitaciones. Los promedios 
históricos de precipitaciones de cada localidad fueron: 366 mm en Junín, 377 en 
Baigorrita y 413 mm en Fortín Tiburcio. El total acumulado de precipitaciones que se 
registraron durante el ciclo del cultivo fue mayor en el año 2009 que en el año 2008 
para las dos localidades (Figura 2.1.A): mientras que en Junín se registraron 350 mm y 
en Baigorrita 340 mm durante el año 2008, en 2009, los valores registrados en Fortín 
Tiburcio y Baigorrita alcanzaron los 527 y 466 mm, respectivamente. Es decir, en el año 
2008, en ambos sitios se registraron precipitaciones levemente inferiores a las del 
promedio histórico (alrededor del 90%), mientras que en el año 2009, las 
precipitaciones fueron en torno del 25% mayores que el valor histórico para cada sitio 
(Anexo Tabla A.1).  
La distribución de las precipitaciones (Figura 2.1B) durante el año 2008 fue 
homogénea durante el ciclo registrándose alrededor del 50% de ellas en el período 
comprendido entre los meses septiembre y diciembre. En el año 2009, en cambio, en el 
mismo período se registró el 80 % del total de las precipitaciones, mejorando la 
disponibilidad hídrica desde 30 días anteriores a antesis hasta el llenado de grano. 
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Figura 2.1: A) Precipitaciones totales en cada sitio experimental; y B) distribución de 
las precipiaciones de los experimentos a campo durante los años 2008: Junín (barras 
blancas), Baigorrita (barras gris claro); y 2009: Fortín Tiburcio (barras gris oscuro) y 
Baigorrita (barras negras). La flecha negra indica la fecha de antesis. 
 
 
Por otro lado, las temperaturas medias fueron templadas (Figura 2.2) y sólo se 
registró un evento de temperatura máxima superior a los 35 ºC en cada año. Sin 
embargo, al analizar los meses en los que se desarrolló el llenado de granos, se observó 
que la temperatura media diaria del mes de noviembre del año 2008 fue superior a la del 
año 2009 mientras que la temperatura máxima diaria durante noviembre del 2008 
superó los 30 °C (Anexo Figura A.1).  
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Figura 2.2: Evolución de la temperatura media en en el año 2008 (línea gris) y en el 
año 2009 (línea negra) para Junín. 
 
 
 
2.4.1.2 Rendimiento y composición del grano 
 
La respuesta de los tratamientos de fertilización  sobre el rendimiento fue 
variable entre localidades y años (Tabla 2.2): se registró interacción entre los nutrientes, 
efecto de cada factor de manera individual e incluso, en algunos casos, no hubo 
respuesta a la fertilización. 
En el año 2008, en la localidad de Baigorrita no hubo efecto de la fertilización 
sobre el rendimiento. En la localidad de Junín, en cambio, se registró interacción de 
ambos nutrientes sobre esta variable (p=0,01). El efecto de la fertilización azufrada sólo 
fue significativo en los tratamientos fertilizados con N (Tabla 2.2). Asimismo, en el año 
2009, la respuesta en el rendimiento a la fertilización fue variable entre sitios. En Fortín 
Tiburcio hubo efecto de interacción entre la fertilización de N y S (p=0,04): nuevamente 
el efecto del S fue significativo en los tratamientos fertilizados con N. A pesar de que la 
disponibilidad de ambos nutrientes no determinó diferencias significativas con respecto 
al tratamiento control, el mayor rendimiento se obtuvo cuando ambos nutrientes se 
encontraron disponibles (Tabla 2.2). En el ensayo de Baigorrita, en cambio, sólo se 
registró efecto de la fertilización nitrogenada (p=0,001) sobre el rendimiento, pero este 
efecto consistió en una disminución del mismo ante una mayor disponibilidad de N. 
Esta respuesta se debió principalmente a la mejora en la situación hídrica del cultivo 
debido a que, ante una mejor oferta hídrica, las plantas con mayor disponibilidad de N 
sufrieron vuelco, situación que interrumpió el período de llenado. 
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El efecto de la fertilización sobre el contenido de proteínas fue variable 
dependiendo del sitio y del año del ensayo. En ninguno de los ensayos se registró efecto 
de interacción de los dos nutrientes sobre el contenido de proteína del grano (Tabla 2.2). 
En todos los casos la fertilización nitrogenada tuvo efecto sobre el contenido proteico 
mientras que sólo en el caso de Baigorrita, en el año 2009, se registró efecto de la 
fertilización azufrada. La respuesta a la fertilización con N consistió en un aumento del 
contenido de proteínas de los granos. Sólo en el ensayo de Baigorrita 2009 el contenido 
de proteína superó el 12 % establecido como valor límite para la comercialización de 
cebada.  
Al evaluar el contenido de azufre en grano (Tabla 2.2), sólo en el ensayo de 
Fortín Tiburcio se registró un efecto de interacción entre la fertilización con nitrógeno y 
la fertilización con azufre que consistió en un aumento en el contenido de S cuando 
ambos nutrientes estaban disponibles, con respecto a los tratamientos restantes. Durante 
el año 2008, sólo en el ensayo de Baigorrita se encontraron diferencias significativas 
asociadas a la fertilización con nitrógeno. Esta respuesta se repitió en el mismo sitio en 
el año 2009. En todos los casos en los que se registró efecto de la fertilización 
nitrogenada, la respuesta consistió en el aumento del contenido de azufre en grano ante 
una mayor disponibilidad de N.   
 
2.4.2 Microcultivos 
 
Debido a la variabilidad registrada en las precipitaciones en los experimentos 
llevados a cabo a campo, se realizó un ensayo en el Campo Experimental de la FAUBA 
en el año 2010, en contendores y con un grado de control mayor principalmente sobre la 
disponibilidad hídrica y la protección del cultivo frente a estrés biótico. Los resultados 
de rendimiento obtenidos (Tabla 2.3) demuestran que la fertilización nitrogenada y la 
azufrada aumentaron el rendimiento de manera independiente. Asimismo, el efecto 
sobre el rendimiento de la fertilización nitrogenada fue mayor que el de la fertilización 
azufrada. Si bien se registraron diferencias, los valores de rendimiento en los 
tratamientos control (N0S0) resultaron altos. Esta respuesta podría indicar un contenido 
elevado de N en el sustrato. 
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En coincidencia con los antecedentes bibliográficos, el rendimiento tuvo una 
elevada correlación con el número de granos por unidad de superficie (Y= 0,15X+1; 
R2=0,95 p<0,001). Al evaluar el efecto de la fertilización sobre los componentes 
numéricos del rendimiento, sólo se encontraron diferencias significativas en el número 
de granos por espiga (Tabla 2.3). Es decir que la fertilización nitrogenada aumentó la 
cantidad de granos por espiga en comparación con los tratamientos que no incluían 
fertilización con N. Asimismo, aunque el valor p del N sobre la cantidad de 
espigas/contenedor (p=0,08) no es menor que el nivel de significancia elegido puede ser 
considerado como una tendencia en la respuesta del rendimiento que podría contribuir a 
la respuesta general en el rendimiento. El peso de los 1000 granos no difirió entre los 
tratamientos.  
Tanto el contenido de proteína en grano como el de azufre respondieron sólo a la 
fertilización nitrogenada (Tabla 2.3). La respuesta a los tratamientos de fertilización 
resultó en un mayor contenido de proteína y un mayor contenido de S en grano en los 
ensayos que fueron fertilizados con nitrógeno. Asimismo, estos tratamientos superaron 
ampliamente el valor máximo de porcentaje de proteína para la comercialización.  
 
 
2.5 Discusión 
 
El período crítico para la determinación del rendimiento de cebada de dos 
hileras, se ubica entre los 10 y 40 días previos a la espigazón del cultivo (Arisnabarreta 
y Miralles, 2008). A su vez, el número de granos por unidad de área se correlaciona 
positivamente con la tasa de crecimiento del cultivo durante el período crítico. Por lo 
tanto, aquellos factores que modifican la tasa de crecimiento del cultivo impactan en la 
generación del rendimiento. La disponibilidad de nutrientes afecta principalmente la 
tasa de crecimiento del cultivo (Alzueta et al., 2012). De esta manera, un estrés 
nutricional a campo, tal como deficiencias de nitrógeno y azufre puede determinar una 
disminución en el número de estructuras reproductivas. En los experimentos conducidos 
a campo durante el año 2008, la presumible ocurrencia de estrés hídrico sufrido durante 
los 30 días previos a antesis debida a menores precipitaciones, puede haber sido causa 
de una disminución general en la tasa de crecimiento del cultivo para todos los 
tratamientos que derivó en los muy bajos rendimientos registrados en Junín. A su vez, 
en un escenario de períodos cortos de estrés térmico por altas temperaturas (>30 ºC), el 
rendimiento también puede verse afectado negativamente por un acortamiento en el 
período de llenado de granos y una caída en la tasa de crecimiento de los granos 
(Rondanini et al, 2013). En los ensayos llevados a cabo en el 2008 la temperatura 
máxima diaria registrada durante el mes de noviembre superó los 30 °C por lo que 
podría haber causado un acortamiento del período de llenado, provocando un menor 
rendimiento. En Baigorrita, en cambio, los rendimientos fueron superiores a los de 
Junín, a pesar de que en este sitio también se registraron precipitaciones ligeramente por 
debajo del promedio histórico. Estas diferencias en el rendimiento entre sitios podrían 
deberse a diferencias del suelo, tales como el mayor contenido de materia orgánica del 
suelo y la menor distancia a la napa freática en Baigorrita, que mejoraron las 
condiciones hídricas independientemente de las precipitaciones. Cuando la 
Rendimiento y composición del grano de cebada en respuesta a la fertilización con N y S 34 
 
 
Regulación de la actividad amilásica en semillas de cebada en respuesta a la fertilización con azufre y 
nitrógeno durante el cultivo 
disponibilidad hídrica fue adecuada, en el ensayo llevado a cabo en Fortín Tiburcio 
durante el año 2009, se observó un efecto de interacción similar al informado 
anteriormente en bibliografía para trigo (Arisnabarreta y Miralles, 2008). Por otro lado, 
en Baigorrita, en la misma campaña 2009, la mayor disponibilidad de N y agua provocó 
el vuelco de las plantas que habían recibido fertilización nitrogenada. En situaciones de 
dosis excesivas de fertilización el vuelco es un fenómeno común (Prystupa y Ferraris, 
2011). El menor rendimiento resultante fue el resultado de la interrupción del período de 
llenado de grano. 
Contrariamente a lo observado en los experimentos a campo y en lo informado 
para trigo (Arisnabarreta y Miralles, 2008), cuando hubo un mayor control de las 
condiciones de crecimiento, no se registró efecto de interacción de los nutrientes sobre 
el rendimiento sino que hubo un aumento del rendimiento en respuesta a la fertilización 
de manera independiente como respuesta para cada nutriente. Al considerar los 
componentes numéricos del rendimiento, las variaciones en el número de granos por 
unidad de área, se encuentran vinculadas a variaciones en el número de espigas por 
unidad de área (Alzueta, 2008) o el número de granos por espiga (Abeledo et al., 2003). 
Los cultivos deficientes en N producen un menor número de macollos y por lo tanto un 
menor número de espigas o un menor número de granos por espiga (Baethgen et al., 
1995; Prystupa et al., 2004). En el ensayo conducido en contenedores durante el 
desarrollo de esta tesis, el efecto de la fertilización nitrogenada sobre los componentes 
numéricos del rendimiento consistió en un aumento del número de granos por espiga. 
Contrariamente a lo esperado, el número de espigas por unidad de área no aumentó 
significativamente en los tratamientos que fueron fertilizados con N. Esta respuesta 
podría deberse a que el ensayo se llevó a cabo con una densidad alta (equivalente a 440 
plantas/m2) con respecto a los antecedentes de bibliografía (305 plantas/m2) que 
documentaron un aumento en el número de espigas por unidad de área producto de una 
mayor cantidad de macollos fértiles. Sin embargo, el valor p de la cantidad de 
espigas/m2 es relativamente bajo (0,08), razón por la que podría establecerse que la 
disponibilidad de N afectó más al número de granos por espiga que al número de 
espigas por unidad de área. A pesar de que el S afectó el rendimiento aumentándolo en 
los tratamientos fertilizados, no se identificaron los componentes afectados al nivel de 
significancia utilizado. La fertilización azufrada en trigo (Salvagiotti et al., 2009) 
incrementa la absorción de nitrógeno, por lo que el efecto del S sobre los componentes 
del rendimiento podría estar enmascarado en el efecto del N. 
En coincidencia con antecedentes bibliográficos (Prystupa et al., 2008; Edney et 
al., 2012; Ferraris et al., 2012), se observó un mayor contenido de proteínas cuando se 
incrementó la disponibilidad de N. Contrariamente a lo esperado, la fertilización con S 
no incrementó el contenido proteico. Sólo lo hizo en el ensayo de Baigorrita durante el 
año 2009. Esta respuesta podría deberse a que las proteínas de reserva comienzan a 
acumularse de manera temprana durante el desarrollo del grano, alrededor de 9 días 
post-antesis (Peton et al., 2012). Como se mencionó anteriormente, en este experimento 
se registró vuelco de las plantas que fueron fertilizadas con nitrógeno lo que disminuyó 
el rendimiento. Durante la ontogenia del grano de cebada la deposición de proteínas de 
reserva es un evento temprano, mientras que la de almidón es un evento tardío (Savin y 
Nicolas, 1996). El vuelco de las plantas produjo la finalización temprana del período de 
llenado afectando más a la deposición del almidón que al contenido de N. Debido a que 
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el contenido de proteína es expresado como porcentaje del peso seco, los altos 
contenidos de proteína de estos tratamientos se deben a un efecto de concentración de la 
misma. En los experimentos a campo, sólo aquellos tratamientos que sufrieron vuelco 
superaron el valor de proteínas límite para la comercialización, confirmando que 
Scarlett es una variedad en la que la provisión de N no causa penalización por exceso de 
proteína como ocurre con otras variedades (Edney et al., 2012; Zaho et al., 2006; 
Ferraris et al., 2012). Sin embargo, dosis muy altas de este nutriente, combinada con 
una alta disponibilidad hídrica puede determinar el vuelco del cultivo, provocando 
menores rendimientos y una alta concentración de proteína. Asimismo, las altas 
temperaturas máximas durante el año 2008 y, consecuentemente, el acortamiento de la 
duración del período de llenado en los experimentos llevados a cabo ese año,  podrían 
haber tenido un efecto de concentración de proteína, de manera similar al experimento 
que sufrió vuelco durante el 2009. La razón de esta concentración estaría explicada por 
la dinámica temporal de la acumulación de proteína y almidón en el grano. Debido a 
que las proteínas se sintetizan y acumulan al comienzo del llenado, el acortamiento de 
esta fase afectaría más a la cantidad de almidón sintetizado que a la cantidad de 
proteínas, determinando un mayor porcentaje de estas en el grano.  
En la mayoría de los casos, el contenido de S se asoció positivamente con la 
disponibilidad de N, a excepción del ensayo de Fortín Tiburcio en el que la 
disponibilidad de ambos nutrientes aumentó el contenido de S en grano. El contenido de 
N y S no es indicador por sí mismo de la forma en la que se encuentran distribuídos en 
las proteínas de reserva. Entre las hordeínas existen dos grupos (B y gamma) ricos en S 
(Qi et al., 2006). Trabajos que evaluaban la calidad maltera y la proporción de estas 
hordeínas (Molina Cano, 1995) encontraron una correlación positiva con la relación 
hordeínas B:C. Las diferencias en el contenido de S podrían estar relacionadas a la 
proporción de dichas proteínas.      
 
2.6 Conclusiones 
 
La primera hipótesis del capítulo fue que el rendimiento del cultivar Scarlett de 
cebada se encuentra limitado por la disponibilidad de N y S en suelos arenosos del 
Oeste Bonaerense. Esta hipótesis no puede aceptarse debido a que la limitación del 
rendimiento por causas nutricionales se encuentra supeditada a la adecuada provisión de 
agua del cultivo. La variabilidad ambiental que exploraron los experimentos a campo, 
tanto en la temperatura y las precipitaciones, como en los suelos de los diferentes sitios, 
generaron una respuesta variable a la fertilización con N y S sobre el rendimiento. 
Debido a que las condiciones exploradas en los años de ensayos a campo fueron muy 
contrastantes y estuvieron por debajo y por encima del promedio histórico, para 
profundizar sobre los resultados y comprender la dinámica de la fertilización con N y S, 
deberían realizarse ensayos en diversos sitios de la zona de estudio durante varios años 
y con diferentes métodos de aplicación del N.          
La segunda hipótesis estableció que la doble fertilización afecta al número de 
granos por unidad de área a través del número de espigas por unidad de área. Esta 
hipótesis no puede ser aceptada a la luz de los resultados anteriormente presentados 
debido a que se encontró efecto en el número de granos por espiga y no se encontró 
efecto sobre el número de espigas por unidad de superficie. Debido a las implicancias 
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discutidas anteriormente sería provechoso testear esta hipótesis en experimentos a 
campo con las condiciones de producción de la zona.  
Finalmente, la tercera hipótesis establece que el contenido de proteínas y de 
azufre en grano se relaciona con la disponibilidad de N y S durante el ciclo del cultivo. 
En conexión con esta hipótesis se esperaba que la cantidad de proteínas y de S en los 
granos que fueron fertilizados con dichos nutrientes fuera mayor que aquellos que no 
habían sido fertilizados. Con los resultados presentados en esta sección sólo puede 
aceptarse esta afirmación para el caso del nitrógeno. El contenido proteico y de S de los 
granos se incrementó por los tratamientos de fertilización, principalmente por la 
fertilización con N. Si bien las deficiencias de S no fueron generalizadas, una mayor 
cantidad de S en grano, unida a una mayor cantidad de proteínas, podrían determinar 
diferencias a nivel de la calidad de la cebada para malta, por una mayor facilidad de 
degradación durante el malteo unida a una mayor disponibilidad de aminoácidos para el 
crecimiento de las levaduras durante la maceración. Dado que, en ninguno de los casos 
se superó el valor umbral de proteína para la comercialización, el cultivar Scarlett es un 
genotipo que permite la fertilización con altas dosis de N. El impacto de la fertilización 
y la consecuente cantidad de los nutrientes en la semilla se abordará en los siguientes 
capítulos.    
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Capítulo 3: Actividad amilolítica de cebada 
durante la germinación en respuesta a la  
fertilización nitrógeno-azufrada. 
Actividad amilolítica de cebada durante la germinación en respuesta a N y S 38 
 
 
Regulación de la actividad amilásica en semillas de cebada en respuesta a la fertilización con azufre y 
nitrógeno durante el cultivo 
Actividad amilolítica de cebada durante la germinación en respuesta a N y S 39 
 
 
Regulación de la actividad amilásica en semillas de cebada en respuesta a la fertilización con azufre y 
nitrógeno durante el cultivo 
3.1 Introducción. 
Las enzimas involucradas en la degradación del almidón durante la germinación 
de las semillas de cebada son: a-amilasas, b-amilasas, enzimas desramificantes 
(dextrinasa) y a-glucosidasa (Stanley et al., 2011). A pesar de que a- y b-amilasas 
degradan las uniones a-1,4 del almidón, difieren en el mecanismo de degradación: 
mientras que las primeras lo hacen de manera aleatoria, las segundas, liberan sucesivas 
unidades de maltosa desde el extremo no reductor de amilosa y amilopectina. De las 
isoformas de a-amilasa, AMY 2 es sintetizada por las células de la capa de aleurona 
durante la germinación, mientras que AMY 1 se encuentra en pequeñas cantidades en 
semillas maduras y en semillas en germinación (Georg-Kraemer et al., 2001). Debido a 
que la síntesis de b-amilasa ocurre durante el desarrollo del grano, en semillas maduras 
la mayor parte de la enzima se encuentra en forma insoluble y durante la germinación es 
liberada por clivaje proteolítico, volviéndose completamente activa.  
Las semillas de plantas poseen diferentes inhibidores de a-amilasa cuyo rol se 
asocia al control de la actividad de a-amilasas endógenas o como defensa ante 
organismos patógenos (Jones, 2005). Entre estos inhibidores se encuentra el inhibidor 
de a-amilasa y subtilisina de cebada (BASI: barley a-amylase/subtilisn inhibitor) que 
posee la capacidad de inhibir a la isoforma AMY2 de a-amilasa y a proteasas del tipo 
subtilisinas (serin-proteasas). Es sintetizado durante las primeras etapas del llenado de 
grano y es una proteína abundante del endosperma y la capa de aleurona en la semilla 
madura (Nielsen et al., 2004; Robertson y Hill, 1989). Su estructura (Nielsen et al., 
2004), consiste en un polipéptido de 181 aminoácidos con una masa de 19879 kDa y 
contiene dos puentes disulfuro (Cys 44-Cys 90 y Cys 144-148). La inhibición de AMY2 
causada por BASI implica que la regulación de la actividad de la enzima a-amilasa, 
además de ocurrir a nivel transcripcional vía giberelinas, también procede a nivel de 
actividad enzimática por acción de este inhibidor. 
En las semillas en germinación ocurren múltiples reacciones de oxidorreducción 
que tienen sus propios mecanismos de regulación. Las tiorredoxinas (Trxs) son 
proteínas con un peso molecular en torno a los 12 kDa que contienen un sitio activo 
conservado (CGPC) y reducen puentes disulfuro en proteínas diana regulando de este 
modo su actividad. En el estado reducido, la cisteína  del extremo aminoterminal del 
sitio activo (CysN) de la Trx ataca el puente disulfuro de la proteína diana con la 
formación de un intermediario intermolecular. Un subsecuente ataque de la cisteína del 
extremo carboxiterminal del sitio activo  (CysC) libera a la proteína reducida y a la Trx 
oxidada (Shahpiri et al., 2009). En semillas de cereales, las Trxs son de importancia 
durante la germinación porque modulan la actividad de enzimas involucradas en la 
degradación de reservas energéticas y porque inactivan a sus correspondientes 
inhibidores (Hägglund et al., 2010). En cebada se describieron dos isoformas de Trx h, 1 
y 2 respectivamente (Maeda et al., 2003) pero aún no han sido determinados sus roles 
funcionales específicos.  
La hidrólisis del almidón está vinculada con la hidrólisis de las proteínas de 
reserva que provee aminoácidos para la síntesis de nuevas proteínas durante la 
germinación. Las proteínas de cebada son inicialmente solubilizadas por endoproteasas 
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y luego degradadas por exopeptidasas. Entre las primeras se encuentran cisteín-
proteasas, metaloproteasas, aspartil-proteasas y serin-proteasas. La mayor proporción de 
la actividad proteasa es debido a cisteín-proteasas que son más activas a pH bajo (Jones, 
2005). Por otro lado, las metaloproteasas también parecen ser importantes en la 
actividad proteolítica, pero son más activas a valores de pH altos mientras que el pH del 
endosperma durante la germinación se encuentra aproximadamente en 4,9 (Mikola y 
Virtanen, 1980). Es por ello que las cisteín-proteasas son más relevantes en la 
degradación y solubilización de proteínas. 
Los efectos de la fertilización sobre la actividad de las enzimas durante la 
germinación han sido poco estudiados, puesto que la mayoría de los trabajos se centra 
en la actividad de las enzimas luego del malteo. Zaho et al. (2006) informaron que 
aplicaciones de S aumentaron la actividad de α-amilasa de la malta. Sobre las semillas 
en germinación, se informó que la aplicación de N disminuyó la actividad de la enzima 
α-amilasa (Kindred et al., 2005) y que la actividad β-amilasa aumentó cuando fue mayor 
la disponibilidad de N (Agu y Palmer, 1998). Asimismo, la fertilización con N en 
espigazón provocó un aumento en la actividad de β-amilasa junto a un incremento en el 
contenido de proteína (Yin et al.,  2002).  
 
3.2 Objetivos e hipótesis 
El objetivo principal de este capítulo fue evaluar los efectos de la fertilización 
nitrogenada y azufrada sobre la actividad de α- y β- amilasa durante la germinación en 
semillas de cebada cervecera. La hipótesis asociada a este objetivo es que una mayor 
disponibilidad de N y S durante el crecimiento del cultivo afecta la actividad amilolítica 
durante la germinación de las semillas. La predicción que se asocia a esta hipótesis es 
que la actividad amilolítica de granos de cebada resultantes del cultivo fertilizado con N 
y S será superior que la de aquellos que no fueron fertilizados con dichos nutrientes. 
Una segunda hipótesis que se puso a prueba es que las tiorredoxinas h participan 
en la solubilización de la enzima β-amilasa. Las predicciones asociadas a esta hipótesis 
son que la actividad de la enzima β-amilasa de una extracción realizada en presencia de 
tiorredoxina h purificada será mayor que aquella extraída en ausencia de dicha proteína 
y, a su vez, que las dos isoformas actuarán de manera diferencial sobre la liberación de 
la enzima. 
 
3.3 Materiales y métodos 
3.3.1  Material vegetal 
Debido a que las semillas resultantes del ensayo de Fortín Tiburcio manifestaron 
cantidades contrastantes de N y S y que, el ensayo de FAUBA se realizó con un mayor 
nivel de control en las condiciones de crecimiento, las semillas provenientes de estos 
ensayos fueron utilizadas para realizar las determinaciones que se detallan a 
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continuación. En la tabla 3.1 se esquematizan las características de composición del 
grano que fueron analizadas en el capítulo anterior. 
Tabla 3.1: Esquema de los resultados de composición de los granos obtenidos sobre los 
ensayos de Fortín Tiburcio y FAUBA. Los signos + simbolizan cantidades superiores a 
los símbolos -. Las barras separan las diferencias establecidas en la cantidad de azufre 
por la interacción de N y S, y el N y el S como factores independientes.  
Ensayo N0S0 N0S1 N1S0 N1S1
Fortín Tiburcio - - + +
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio -/-/- -/-/+ -/+/- +/+/+
FAUBA - - + +
Tratamiento de fertilización
Proteína
Azufre
 
 
3.3.2 Ensayos de germinación 
Las semillas fueron germinadas a 15 °C y en oscuridad dentro de placas de Petri 
que contenían 20 mL de agar 1%. Se hicieron muestreos a las 0, 8, 24 y 48 horas desde 
imbibición a fin de describir el patrón de actividad enzimática durante la germinación. 
 
3.3.3 Índice de germinación 
El índice de germinación (IG) se determinó sobre una muestra de 25 semillas de 
cada tratamiento por duplicado. Se colocaron las semillas de cada unidad experimental 
en una placa de Petri que contenía dos papeles de Whatman humedecidos con 6 mL de 
agua destilada estéril. Se colocaron en cámara de cultivo a 20ºC y se determinó la 
cantidad de semillas germinadas durante 12 días. El IG se calculó como: 
 
donde: ni es el número de semillas germinadas el día i (Gualano y Benech Arnold, 
2009).  
 
3.3.4 Actividades enzimáticas. 
Las semillas fueron molidas con mortero en nitrógeno líquido (N2) hasta obtener 
un polvo blanco que fue colocado en tubos eppendorf. La extracción de α-amilasa se 
realizó al agregar buffer de extracción (ácido málico 50 mM, cloruro de sodio 50 mM, 
cloruro de calcio 2 mM y azida sódica 0,005 % ,pH 5,4) a razón de 250 µL por cada 100 
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mg de peso fresco. Se mezcló en vórtex y se centrifugó a 12000G y 4ºC durante 10 
minutos. El sobrenadante se usó para la determinación de la actividad enzimática.  
β-amilasa es extractable como fracción libre, soluble en solución salina y como 
fracción unida asociada a la matriz proteica del endosperma, que es extractada por la 
incorporación de un agente reductor o proteasas (Evans et al., 1997). La extracción de 
β-amilasa se realizó de modo secuencial: en primer lugar se agregó buffer de extracción 
(Tris-HCl  50 mM, EDTA 1 mM, azida sódica 0,001 %, pH 8) a razón de 1 mL de 
buffer por cada 100 mg de peso fresco. Se mezcló en vórtex y se centrifugó a 12000G y 
4ºC durante 10 minutos. Se recuperó todo el sobrenadante que contenía la fracción 
soluble de la enzima. Posteriormente se le agregó al precipitado de la centrifugación 
buffer de extracción de la forma unida (Tris-HCl  50 mM, EDTA 1 mM, azida sódica 
0,001 % y cloruro de cisteína 100 mM pH 8). Se incubó en agitación constante durante 
dos horas a 25 ºC y se centrifugó a 12000G y 4ºC durante 10 minutos. El sobrenadante 
contenía la fracción unida de la enzima, solubilizable por reducción con cisteína. 
La actividad de la enzima α-amilasa fue determinada con el kit Ceralpha® 
(Megazyme). La medición se basa en la utilización de p-nitrofenil maltoheptaósido, un 
sustrato que posee el extremo no reductor bloqueado y un colorante unido al extremo 
reductor (p-nitrofenol). La reacción se lleva a cabo en presencia de α-glucosidasa que, 
una vez que el sustrato es clivado por α-amilasa, libera al colorante. Se desarrolló una 
adaptación del método para determinación en lector de microplacas. El tiempo de 
incubación fue de 15 minutos y la temperatura de incubación fue de 37 ºC. Se midió la 
absorbancia a 405 nm y se determinó la cantidad de unidades enzimáticas (UE) con una 
curva de calibración realizada con malta como control. Por otro lado, se tomó una 
alícuota de cada muestra y se calentó a 65ºC durante 10 minutos, dado que la enzima α-
amilasa es termoestable mientras sus inhibidores no lo son. Se determinó la actividad 
enzimática del modo descripto anteriormente y se calculó la proporción de UE 
inhibidas.  
La actividad de la enzima β-amilasa fue medida sobre las fracciones soluble y 
unida de la enzima utilizando el kit Betamyl-3® (Megazyme). Para la determinación se 
utilizó p-nitrofenil-β-D-maltotriósido, sustrato que consiste de tres unidades de glucosa 
que poseen en su extremo reductor el colorante p-nitrofenol. Una vez que el sustrato es 
degradado por β-amilasa, el p-nitrofenil-β-D-glucosa es clivado por β-glucosidasa 
liberando el colorante. El método se adaptó para medir en lector de microplacas y la 
reacción se llevó a cabo durante 10 minutos a 37ºC en agitación constante. La 
absorbancia fue medida a 405 nm y se determinó la cantidad de enzima como UE al 
contrastar los resultados con una curva de calibración elaborada con malta como 
control. 
La actividad de cisteín-proteasas fue medida utilizando un sustrato cromogénico 
(p-Glu-Phe-Leu-pNitroanilina). La reacción se llevó a cabo en buffer fosfato 
monosódico 0,1 M, cloruro de potasio 0,3 M, EDTA 1 mM y DTT 3mM a pH 6, a 37 ºC 
durante 45 minutos. Se midió la absorbancia en lector de microplacas cada 30 segundos 
y se calculó la velocidad de degradación del sustrato. Se determinó la actividad en UE al 
considerar que una UE es la cantidad de enzima que se requiere para producir 1ΔmOD 
por minuto bajo las condiciones del ensayo. 
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La cantidad de proteína soluble se determinó usando el método de Bradford con 
el reactivo Protein Assay Dye Reagent Concentrate® (BioRad). La lectura se realizó a 
595 nm y se utilizó albúmina bovina como estándar. El mismo método se utilizó para 
determinar el contenido de proteína solubilizable total a las 48 hs luego de incubar la 
muestra durante dos horas en presencia de cisteína. El contenido de proteína 
solubilizable se calculó como el porcentaje de proteína que no se solubiliza con una 
solución salina pero sí lo hace en presencia de cisteína.  
 
3.3.5 Expresión heteróloga de Trx h1 y Trx h2 
 
3.3.5.1 Extracción de ARN mensajero (ARNm) para clonación  
Se extrajo el ARN mensajero (ARNm) de semillas de cebada con 48 horas de 
germinación. Se utilizó mRNA Isolation Kit® (Roche) para la extracción, debido a que 
permite la obtención de ARNm sin contaminación con ADN genómico, y se realizó la 
síntesis de ADN copia (cDNA) por transcripción reversa con Revert AidTM MMul V 
Reverse Transcriptase System (Fermentas). 
 
3.3.5.2 Diseño de primers y reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
La reacción en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction: PCR) 
consiste en la síntesis de un fragmento de ADN flanqueado por dos fragmentos cortos 
de ADN denominados primers. Dicha reacción es llevada a cabo por la enzima Taq 
polimerasa en presencia de Mg2+, desoxirribonucleótidos trifosforilados (dNTP’s) y un 
par de primers y consiste en la repetición de un ciclo de tres fases: 1) separación de las 
cadenas de ADN a 94ºC; 2) apareamiento específico de los primers a una temperatura 
que depende de las secuencias que se aparearán ya que secuencias que posean un alto 
porcentaje de guanina (G) o citocina (C) producen uniones más fuertes entre sí por lo 
que la temperatura de apareamiento será mayor que aquellas que posean un bajo 
porcentaje de dichos nucleótidos; y 3) un período de polimerización a 72 ºC. En cada 
ciclo de amplificación se duplica la cantidad de moléculas de ADN por lo que 
constituye una función exponencial que permite obtener millones de moléculas de 
ADN. Cuando estas moléculas se separan por electroforesis en gel de agarosa pueden 
observarse a simple vista como una banda. La diferencia en el tamaño de las bandas da 
idea de la abundancia original del fragmento de ADN y la ubicación en el gel de agarosa 
indica aproximadamente el tamaño del fragmento amplificado. 
 A partir de las secuencias disponibles en el GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)  
se diseñaron primers que permitieron la amplificación de la secuencia completa de Trx 
h1 y Trx h2 con la incorporación de sitios de corte para las enzimas de restricción NdeI 
y BamHI (Tabla 3.2). 
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Tabla 3.2: Secuencia de primers utilizados para amplificación de la secuencia 
codificante completa con los sitios de restricción de Trx h1 y Trx h2. 
 
Tamaño de 
fragmento (pb)
HvH1F-NdeI gTgCATATggCCgCCgAggAgggAgCC
HvH1R-BamHI gTggATCCTTAggTggATgCAgAACCC
HvH2F-NdeI gTgCATATggCggCgTCggCAACggCgg
HvH2R-BamHI gTggATCCTTACTgggCCgCCgCgTgAAgCCC
Primer Secuencia (5'->3')
371
383  
 
En las PCR’s de amplificación se utilizó la enzima IproofTM Hi Fidelity 
®(BIORAD) cuya tasa de errores en la polimerización es 50 veces menor que la de Taq 
polimerasa. De esta forma se minimizaron las probabilidades de ocurrencia de una 
mutación en la secuencia codificante de las proteínas a expresar. La temperatura de 
apareamiento de primers fue de 58 ºC y se realizaron 50 ciclos de amplificación. 
 
3.3.5.3 Clonación de las secuencias de Trx h1 y Trx h2 en pGEM-T. 
El pGEM-T® (Promega) es un plásmido lineal que posee timinas en sus 
extremos (Anexo Figura A.6) y, a su vez, está integrado por dos sistemas de selección: 
resistencia al antibiótico ampicilina y el gen que codifica para la enzima β-
galactosidasa. El producto de amplificación de la PCR con Iproof se utilizó para realizar 
la ligación en dicho vector. Previamente a la ligación se realizó el A-tailing que consiste 
en la incorporación de adenina, mediada por la enzima Taq polimerasa, en el extremo 3’ 
de todas las cadenas de ADN sintetizado. Las timinas del vector se aparean con las 
adeninas del fragmento de interés mientras la enzima ligasa une los fragmentos 
produciendo la circularización del plásmido. 
 
3.3.5.4 Transformación de bacterias Escherichia coli DH5α. 
La transformación de bacterias consiste en la incorporación de un vector de 
interés a las mismas. En el caso del vector pGEM-T, se transformaron células de 
Escherichia coli de la cepa DH5α debido a que poseen atenuada su capacidad 
endonucleasa. Esta característica disminuye la probabilidad de la degradación de ADN 
foráneo por lo que constituye una herramienta para la clonación.  
Las células que son capaces de incorporar el plásmido se denominan 
competentes. Para brindar competencia, se tomó un cultivo de E. coli creciendo en su 
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fase exponencial y se lo concentró en una solución de CaCl2 0,1M con 15% de glicerol. 
Luego de la incubación en hielo durante 40 minutos las células fueron centrifugadas a 
2100 rpm y 4 ºC durante 10 minutos y resuspendidas en un volumen menor de CaCl2. 
Se separó en alícuotas de 150 uL y se guardó en freezer de -80 ºC hasta su utilización. 
Este tratamiento de frío en presencia de CaCl2 aumenta la permeabilidad de la 
membrana de las bacterias. 
El método de transformación de las bacterias utilizado fue el de choque térmico. 
Según esta técnica se colocó el volumen total de la reacción de ligación de pGEM-T con 
el producto de PCR, en un tubo que contenía bacterias competentes. Se incubó durante 
una hora en hielo para permitir la unión de los plásmidos a las paredes de las bacterias. 
Luego se incubó en un baño térmico a 42 ºC por 1,5 minutos lo que permitió el ingreso 
de los plásmidos a través de los poros creados en la pared. Se colocó nuevamente en 
hielo durante 3 minutos para promover el cierre de los poros. Posteriormente, se agregó 
medio de cultivo Luria-Bertari (LB) y se incubó en Incubator-Shaker a 37 ºC durante 2 
horas a 150 rpm. Finalmente una alícuota del cultivo fue sembrada en una placa de Petri 
que contenía medio Luria- Bertari con Ampicilina (LBA) y X-gal y se colocó en estufa 
a 37 ºC. La selección de las colonias transformadas se realizó en primer lugar por su 
resistencia a la ampicilina y en segundo lugar a través del color de las colonias.  X-gal 
es un análogo de la lactosa que es degradado por la enzima β-galactosidasa produciendo 
un compuesto insoluble de color azul. En el vector pGEM-T la secuencia codificante 
para dicha enzima es interrumpida por el fragmento de ADN de interés por lo que la 
enzima no se sintetiza y las colonias que lo poseen quedan de color blancas. Es decir, la 
selección por resistencia a ampicilina asegura la presencia del plásmido dentro de las 
células que forman la colonia y el color blanco certifica que una secuencia de ADN fue 
incorporada dentro del plásmido confirmando la ligación. Sin embargo, se realizaron 
PCR’s de los fragmentos específicos sobre las colonias seleccionadas para confirmar la 
presencia del fragmento de interés. 
 
3.3.5.5 Crecimiento de bacterias transformadas y minipreparación de plásmidos. 
Las bacterias seleccionadas fueron crecidas en 5 mL de medio LBA durante toda 
la noche a 37ºC a fin de favorecer la multiplicación celular y, por  lo tanto, la 
multiplicación del plásmido. Luego del crecimiento del cultivo, las células fueron 
colectadas por centrifugación y se realizó la preparación de plásmidos con el kit 
QIAprep Miniprep® (QIAGEN). Dicha preparación consistió en el lisado de las 
bacterias y la unión del plásmido a una columna para su purificación. Luego de los 
lavados en la columna, el plásmido fue eluído en un tubo eppendorf que fue enviado a 
para su secuenciación en el Instituto Leloir. 
   
3.3.5.6 Clonación en vector de expresión 
Para la expresión heteróloga de proteínas se utilizó el plásmido de expresión 
denominado pET 28 a (Novagen). Este plásmido contiene diversos sitios de corte para 
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enzimas de restricción y la secuencia de un péptido de 6 residuos de histidina que se 
incorporan a la proteína de interés (Anexo Figura A.7). Asimismo cuenta con resistencia 
al antibiótico kanamicina.  
La transferencia de la secuencia de ambas tiorredoxinas desde el pGEM-T al 
pET 28a se realizó mediante el corte de ambos plásmidos por dos enzimas de 
restricción: NdeI y BamHI. Los productos de corte fueron sembrados en un gel de 
agarosa 1,5%, purificados y, posteriormente, se utilizaron para la reacción de ligación. 
Se procedió con la misma metodología anteriormente mencionada para el plásmido 
pGEM-T (apartados 3.3.5.4 y 3.3.5.5 de ésta sección) a fin de obtener purificado el 
plásmido pET28a que contiene el inserto. En este caso la selección de las colonias se 
realizó en placas que contenían el medio Luria-Bertari con el antibiótico kanamicina 
(LBK) debido a que el plásmido cuenta con resistencia a dicho antibiótico. Un segundo 
nivel de selección consistió en la confirmación de la presencia del ADN inserto a través 
de amplificación específica por PCR y secuenciación. 
 
3.3.5.7 Expresión heteróloga y purificación de proteínas. 
Una vez obtenido el plásmido pET28a con el ADN de Trx h1 y Trx h2 
purificado, se procedió a la transformación de Escherichia coli cepa BL21. Esta cepa es 
defectuosa en la actividad proteasa y contiene el gen codificante de la T7 RNA 
polimerasa regulado por el promotor lacUV5 que, a su vez, es inducible por el agregado 
de IPTG. El pET 28a contiene una región promotora reconocida por la T7RNA 
polimerasa por lo que tras la adición de IPTG, la polimerasa expresada desde el 
cromosoma bacteriano induce la expresión de la tiorredoxina correspondiente a partir 
del vector. 
La inducción de la expresión de proteínas se realizó sobre un cultivo de bacterias 
que se encontraba creciendo en fase exponencial en medio LBK por incorporación de 
IPTG. Luego de 3 horas desde la inducción se recolectaron las células por 
centrifugación y se resuspendieron en buffer TRIS-HCl 20 mM pH 7,4 que contenía 
PMSF 1 mM e imidazol 40 mM. Las células fueron lisadas mecánicamente con un 
sonicador. Posteriormente, el lisado bacteriano fue inyectado en la columna de 
purificación de proteínas HisTrap FF Crude ® (GE Healthcare). Varios aminoácidos, 
entre ellos histidina, forman complejos con iones metálicos. La columna de purificación 
utilizada posee níquel (Ni) al que se unen los seis residuos de histidina que posee la 
proteína de interés. Luego de lavar la columna, la proteína fue eluída con buffer TRIS-
HCl 20 mM pH 7,4 que contenía 500 mM de imidazol. El buffer de elución fue 
colectado en tubos a los que se le agregó glicerol hasta concentración final de 50% y se 
reservaron a -20 ºC.   
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3.3.5.8 Actividad de tiorredoxina 
La actividad de Trx h1 y Trx h2 se determinó según el método propuesto por 
Holmgren (1979) que consiste en la medición de la precipitación de insulina mediada 
por Trx en presencia de DTT. La mezcla de reacción consistió en buffer fosfato 100 
mM pH 7,1 con EDTA 2 mM, insulina 0,5 mg/mL y DTT 0,5 mM. Se registró la 
absorbancia a 650 nm cada 30 segundos durante 80 minutos y se determinó el momento 
del comienzo de la precipitación y la tasa de precipitación de insulina     
 
3.3.6 Liberación de β-amilasa mediada por tiorredoxina 
Para la prueba de liberación de β-amilasa mediada por Trx fue necesario reducir 
previamente a Trx. Para ello, se incubaron las dos Trxs purificadas en buffer TRIS-HCl 
20 mM pH 7,4 con DTT a una concentración de 1,3 mM durante 5 minutos a 
temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente se inyectó la Trx reducida a la 
columna de purificación HisTrapp FF Crude y se lavó con buffer con la misma 
composición pero sin DTT. Se eluyó la proteína reducida con 2,5 mL de buffer de 
elución (TRIS-HCl 20 mM pH 7,4 imidazol 500 mM). Se molieron muestras de 
semillas de cebada sin germinar procedentes del ensayo llevado a cabo en Fortín 
Tiburcio correspondientes al control (N0S0) y al tratamiento de fertilización con N 
(N1S0). Las Trx reducidas presentes en el buffer de elución se agregaron a la muestra 
molida a razón de 1mL por cada 100 mg de muestra. Se incubó en agitación constante a 
25 ºC durante una hora. Se separó por centrifugación el sobrenadante con la enzima 
solubilizada y se determinó la actividad de β-amilasa como se explicó anteriormente en 
la sección 3.3.4. El control resultó de la incubación de la muestra con buffer de elución 
colectado de una columna de purificación luego del pasaje y lavado de DTT para 
descartar posibles efectos de DTT residual. Se determinó la concentración de proteínas 
en el buffer de elución colectado a fin de poder calcular la cantidad de enzima liberada 
por unidad de Trx utilizada. 
 
3.3.7 Análisis estadísticos 
Para realizar los análisis estadísticos se utilizó el software Infostat. En el análisis 
de varianza se consideraron los efectos simples de la fertilización con N y la 
fertilización con S y la interacción de ambos nutrientes. El análisis de las muestras 
siguió el esquema de bloques de los experimentos a campo. Las comparaciones de 
medias se realizaron a través del test de Tukey con un nivel de significancia de 0,05. 
Sólo en el caso de liberación de β-amilasa por tiorredoxina se aplicó el test LSD Fischer 
con el mismo nivel de significancia. Cuando los datos no cumplieron con los supuestos 
de homogeneidad de varianza y distribución normal fueron transformados; dichas 
transformaciones se detallan en los gráficos correspondientes en el anexo.  
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3.4 Resultados. 
 
3.4.1 Índice de germinación  
Se realizaron ensayos de germinación para determinar el índice de germinación 
(IG), ya que si algún tratamiento aceleraba o retrasaba la germinación, los resultados 
que se encontrarían sobre las actividades enzimáticas podrían ser producto de la 
diferencia en la germinación. Sin embargo, no se detectaron diferencias en el IG 
asociados a la fertilización para Fortín Tiburcio (pNXS=0,58; pN=0,96; pS=0,52; 
Anexo Tabla A.2) ni para FAUBA (pNXS=0,07; pN=0,86; pS=0,63; Anexo Tabla A.2). 
Estos resultados indican que las diferencias en la composición del grano no tuvieron 
efecto sobre la germinación. En consecuencia, se presentarán los resultados en función 
de las horas desde el comienzo de la imbibición para cada tratamiento de fertilización. 
 
3.4.2 Actividad de α-amilasa 
La enzima α-amilasa es sintetizada durante la germinación de las semillas. El 
análisis de los datos tomados a partir de muestras germinadas de Fortín Tiburcio 
demostró un incremento en la actividad de la enzima durante las 48 hs desde la 
imbibición de la semilla (Figura 3.1 A, B y C). En dicho sitio, la baja actividad de la 
enzima a las 8 hs de germinación puede deberse a la isoforma AMY1 que se sintetiza 
durante el llenado de grano en pequeñas cantidades. En FAUBA, la actividad de la 
enzima también aumentó durante las 48 hs de germinación, pero no se detectaron 
diferencias significativas ligadas al tratamiento de fertilización para ninguno de los 
momentos de muestreo (Figura 3.1 D, E y F).  
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En Fortín Tiburcio, a pesar de la baja actividad de la enzima a las 8 hs de 
imbibición (Figura 3.1 A), se detectaron diferencias en este parámetro asociadas a los 
tratamientos de fertilización. La mayor disponibilidad de N provocó un aumento en la 
actividad de la enzima (p=0,04). Este comportamiento se detectó también en las 
semillas que tenían 48 hs de germinación (p=0,02; Figura 3.1 C). A las 24 horas (Figura 
3.1 B) no se determinaron diferencias significativas (pN=0,1), pero la tendencia fue la 
misma a la observada en los restantes tiempos de germinación.  
El inhibidor de α-amilasa endógeno, BASI, pierde su actividad cuando es 
expuesto a altas temperaturas. Se determinó la actividad de la enzima luego de haber 
tratado al extracto enzimático a 65 ºC durante 10 minutos con la finalidad de superar la 
inhibición. En Fortín Tiburcio, el análisis de varianza arrojó efecto de interacción entre 
los nutrientes sobre la proporción de enzima que se encuentra inhibida (pNXS= 0,03; 
Figura 3.2 A).  En FAUBA, en cambio, los resultados evidenciaron un efecto del N 
sobre el % de inhibición de α-amilasa (pN= 0,05; Figura 3.2 B). 
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Figura 3.2: Inhibición de α-amilasa (% respecto de la actividad luego del tratamiento 
de calor) a las 48 hs desde iniciada la imbibición en muestras de Fortín Tiburcio (A) y 
FAUBA (B). Las barras indican el ET. Letras diferentes indican diferencias 
significativas p≤0,05; * diferencias significativas sobre los datos transformados (p<0,05 
Anexo Figura A.8). 
 
El porcentaje de inhibición de α-amilasa resultó elevado en todos los casos. Sin 
embargo, cuando alguno de los dos nutrientes estuvo disponible, el porcentaje de 
inhibición de la enzima disminuyó pero las diferencias fueron significativas sólo entre el 
tratamiento control (sin N ni S) y el tratamiento fertilizado sólo con N. En FAUBA, el N 
disminuyó el porcentaje de inhibición de la enzima. Estas diferencias, en la que la 
proporción de enzima inhibida es inferior en los tratamientos que recibieron sólo N 
podría deberse a un menor contenido de inhibidores de α-amilasa. 
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3.4.3 Actividad de β-amilasa 
Se determinó la actividad β-amilasa total a las 48 hs como la actividad total 
extractable con cisteína. La actividad β-amilasa total fue afectada por el tratamiento de 
fertilización con N, tanto en el ensayo sobre muestras tomadas a campo (p=0,0004) 
como en aquellas tomadas en microcultivo (p=0,0012). Las semillas que tuvieron una 
mayor disponibilidad de N mostraron un incremento en la actividad total de la enzima, 
mientras que la fertilización azufrada no tuvo efecto sobre este parámetro (Figura 3.3 A 
y B). 
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Figura 3.3: Actividad β-amilasa total (UE/g PS)  a las 48 hs desde iniciada la 
imbibición, en muestras de Fortín Tiburcio (A) y FAUBA (B). Las barras indican el ET. 
Letras diferentes indican diferencias significativas asociadas a la fertilización con N 
(p<0,05). 
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La actividad total puede separarse en actividad de las formas soluble extractable 
con buffer TRIS-HCl, y unida, extractable con el buffer que contiene cisteína. La 
actividad de la enzima β-amilasa soluble fue detectable desde el comienzo de la 
imbibición de las semillas (Figura 3.4 A y E). A medida que la germinación progresó, la 
actividad de la enzima soluble aumentó debido a la solubilización desde su forma 
insoluble, unida a proteína de reserva tanto en las muestras provenientes de campo 
como las de microcultivos (Figura 3.4 A, B, C y D y Figura 3.4 E, F, G y H 
respectivamente). La actividad de la enzima soluble manifestó una respuesta diferente 
según la localidad de la que provenía el ensayo. En Fortín Tiburcio, la fertilización 
azufrada aumentó la actividad de β-amilasa soluble en todos los momentos evaluados 
(0, 8, 24 y 48 horas),  mientras la fertilización con N sólo la aumentó a las 48 hs. En 
FAUBA, en cambio, sólo se observaron aumentos de la actividad de β-amilasa soluble, 
con incrementos en la disponibilidad de N y esta respuesta se manifestó a las 8, 24 y 48 
hs desde iniciada la imbibición. Esta respuesta en el contenido de β-amilasa soluble en 
FAUBA podría ser resultado de una mayor cantidad de la enzima en tratamientos con 
una alta disponibilidad de N, sin diferencias en la proporción de enzima solubilizada 
(Figura 3.5 B). Es decir, la fertilización con N aumenta la cantidad de enzima total pero 
no modifica la solubilización de la misma por lo que el resultado se refleja en un mayor 
contenido de β-amilasa soluble. 
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Figura 3.5: Liberación de β-amilasa (% del total) durante la germinación (0 a 48 hs 
desde  imbibición) en muestras de Fortín Tiburcio (A) y FAUBA (B). Las barras 
indican el ET.  
 
Por otra parte, en Fortín Tiburcio la fertilización tuvo efecto sobre la 
solubilización de la enzima. El tratamiento de S provocó una mayor solubilización, 
como proporción sobre el total, dejándola más rápidamente disponible para su actividad 
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catalítica (Figura 3.5 A). El N en cambio, provocó una disminución en el porcentaje de 
enzima solubilizada al comienzo de la germinación. Este comportamiento podría 
deberse a que una mayor cantidad de proteína podría dificultar la solubilización de la 
enzima.  
 
3.4.4 Contenido de proteína soluble y actividad cisteín-proteasa. 
El contenido de proteína soluble resultó un parámetro de interés debido al 
aumento en la actividad de β-amilasa soluble. En Fortín Tiburcio (Figura 3.6 A), la 
cantidad de proteína soluble medida a las 48 hs desde la imbibición fue afectada por la 
disponibilidad de N (pN=0,009) y de S (pS=0,02) pero no hubo un efecto de interacción 
entre ambos nutrientes (pNXS=0,17). El contenido de proteína soluble aumentó en los 
tratamientos que habían sido fertilizados con N y en aquellos que habían sido 
fertilizados con S de manera independiente. Es decir, un aumento en la disponibilidad 
de los dos nutrientes produce una mayor cantidad de proteína soluble ya sea por un 
aumento en la degradación de las proteínas de reserva o en la síntesis de proteínas 
relevantes para la germinación. Al analizar las muestras provenientes del ensayo en 
microcultivo, sólo se encontraron diferencias en el contenido de proteína soluble 
asociada a la fertilización con N (Figura 3.6 B). El contenido de proteína soluble a las 
48 hs desde iniciada la imbibición fue mayor en las muestras que contaban con una 
mayor disponibilidad de N (p=0,02).  
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Figura 3.6: Contenido de proteína soluble (mg/ gramo de peso seco) a las 48 hs desde 
iniciada la imbibición en muestras provenientes de Fortín Tiburcio (A) y FAUBA (B). 
Las barras de error indican el valor de ET. Letras diferentes indican diferencias 
significativas (p<0,05) asociadas al tratamiento con N  (minúsculas) o al tratamiento 
con S (mayúsculas). 
 
Se determinó el contenido de proteína solubilizable a las 48 hs desde iniciada la 
imbibición como un parámetro de la potencial solubilidad de proteína en las horas 
posteriores al último punto de muestreo. Este valor indica la proporción de proteína que 
aún se mantiene insoluble sobre el total de proteínas potencialmente solubilizables por 
cisteína. El análisis en Fortín Tiburcio demostró que la fertilización azufrada (pS=0,007; 
Figura 3.7 A) resultó en un aumento en el contenido de proteína insoluble que es 
potencialmente solubilizada por cisteína. Este aminoácido tiene la capacidad de romper 
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enlaces puente disulfuro por lo que las proteínas que se vuelven solubles en estas 
condiciones deben contener este tipo de unión. Por otra parte, el análisis de la 
proporción de proteína potencialmente solubilizable en FAUBA arrojó un efecto del N 
(pN=0,01). Las muestras que contenían más N poseían una mayor cantidad de proteína 
potencialmente solubilizable.  
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Figura 3.7: Proporción de proteína potencialmente solubilizable por cisteína a las 48 hs 
de iniciada la imbibición en muestras provenientes de Fortín Tiburcio (A) y FAUBA 
(B). Las barras de error indican el valor de ET. Letras diferentes indican diferencias 
significativas en la variable transformada asociadas al tratamiento con S para Fortín 
Tiburcio (p<0,05 Anexo Figura A.9) y al tratamiento con N para FAUBA (p<0,05 
Anexo Figura A.10). 
 
La movilización de reservas proteicas en semillas en germinación se debe, en 
mayor proporción, a la actividad cisteín-proteasa. A la luz de los resultados obtenidos 
para Fortín Tiburcio en los que había una gran proporción de proteína solubilizable por 
cisteína, se midió la actividad cisteín-proteasa para determinar si este tipo de enzimas 
fueron las responsables de la solubilización de la proteína. La actividad enzimática se 
determinó a las 24 y 48 hs desde imbibición y sólo se encontraron diferencias entre los 
tratamientos a las 24 hs en ambos sitios (Figura 3.8). La fertilización nitrogenada 
aumentó la actividad de las cisteín-proteasas en Fortín Tiburcio (pN=0,04) y en FAUBA 
(pN=0,03). 
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Figura 3.8: Actividad cisteín-proteasa para cada tratamiento de fertilización a las 24 hs 
desde iniciada la imbibición en muestras provenientes de Fortín Tiburcio (A) y FAUBA 
(B). Las barras de error indican el valor de ET. Letras diferentes indican diferencias 
significativas asociadas al tratamiento con N (p<0,05). 
 
3.4.5 Expresión heteróloga de proteínas: secuencias y actividad.  
Las Trxs son proteínas capaces de reducir puentes disulfuro y, por consiguiente 
solubilizar proteínas que estén unidas por puentes disulfuro. Para probar si alguna de las 
dos isoformas de Trx h de cebada es capaz de reducir y solubilizar a β-amilasa fue 
necesario realizar la síntesis y purificación de ambas Trxs. El análisis de las secuencias 
codificantes de Trx h1 y Trx h2 del cultivar Scarlett arrojó un 100% de homología con 
las secuencias publicadas por Maeda et al (2003) para el cultivar Barke (Figura 4.14 A y 
B). 
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A) ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
10         20         30         40         50             
AY245454  ATGGCCGCCG AGGAGGGAGC CGTTATCGCG TGCCACACCA AGCAAGAGTT
Trx h1 Sca ATGGCCGCCG AGGAGGGAGC CGTTATCGCG TGCCACACCA AGCAAGAGTT
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
60         70         80         90        100            
AY245454  CGATACCCAC ATGGCCAATG GCAAGGACAC CGGCAAGCTG GTGATCATTG 
Trx h1 Sca CGATACCCAC ATGGCCAATG GCAAGGACAC CGGCAAGCTG GTGATCATTG 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
110        120        130        140        150        
AY245454  ATTTCACTGC TTCCTGGTGC GGTCCATGTC GTGTCATAGC CCCAGTCTTT
Trx h1 Sca ATTTCACTGC TTCCTGGTGC GGTCCATGTC GTGTCATAGC CCCAGTCTTT
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
160        170        180        190        200        
AY245454  GCTGAGTACG CCAAGAAGTT CCCTGGGGCC ATCTTCCTGA AGGTGGATGT
Trx h1 Sca GCTGAGTACG CCAAGAAGTT CCCTGGGGCC ATCTTCCTGA AGGTGGATGT
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
210        220        230        240        250        
AY245454  TGATGAGCTG AAGGACGTCG CTGAAGCATA CAATGTTGAG GCAATGCCGA
Trx h1 Sca TGATGAGCTG AAGGACGTCG CTGAAGCATA CAATGTTGAG GCAATGCCGA
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
260        270        280        290        300        
AY245454  CCTTCCTGTT TATCAAGGAC GGTGAGAAGG TGGACAGTGT TGTCGGTGGC
Trx h1 Sca CCTTCCTGTT TATCAAGGAC GGTGAGAAGG TGGACAGTGT TGTCGGTGGC
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
310        320        330        340        350        
AY245454  AGGAAGGATG ACATCCATAC CAAGATAGTG GCCCTCATGG GTTCTGCATC
Trx h1 Sca AGGAAGGATG ACATCCATAC CAAGATAGTG GCCCTCATGG GTTCTGCATC
....|..
AY245454  CACCTAA
Trx h1 Sca CACCTAA  
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B)
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
10         20         30         40         50             
AY245455  ATGGCGGCGT CGGCAACGGC GGCGGCAGTG GCGGCGGAGG TGATCTCGGT
Trx h2 Sca ATGGCGGCGT CGGCAACGGC GGCGGCAGTG GCGGCGGAGG TGATCTCGGT
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
60         70         80         90        100            
AY245455  CCACAGCCTG GAGCAGTGGA CCATGCAGAT CGAGGAGGCC AACACCGCCA
Trx h2 Sca CCACAGCCTG GAGCAGTGGA CCATGCAGAT CGAGGAGGCC AACACCGCCA
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
110        120        130        140        150        
AY245455  AGAAGCTGGT GGTGATTGAC TTCACTGCAT CATGGTGCGG ACCATGCCGC
Trx h2 Sca AGAAGCTGGT GGTGATTGAC TTCACTGCAT CATGGTGCGG ACCATGCCGC
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
160        170        180        190        200        
AY245455  ATCATGGCTC CAGTTTTCGC TGATCTCGCC AAGAAGTTCC CAAATGCTGT
Trx h2 Sca ATCATGGCTC CAGTTTTCGC TGATCTCGCC AAGAAGTTCC CAAATGCTGT
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
210        220        230        240        250        
AY245455  TTTCCTCAAG GTCGACGTGG ATGAACTGAA GCCCATTGCT GAGCAATTCA
Trx h2 Sca TTTCCTCAAG GTCGACGTGG ATGAACTGAA GCCCATTGCT GAGCAATTCA
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
260        270        280        290        300        
AY245455  GTGTCGAGGC CATGCCAACG TTCCTGTTCA TGAAGGAAGG AGACGTCAAG 
Trx h2 Sca GTGTCGAGGC CATGCCAACG TTCCTGTTCA TGAAGGAAGG AGACGTCAAG 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
310        320        330        340        350        
AY245455  GACAGGGTTG TCGGAGCTAT CAAGGAGGAA CTGACCGCCA AGGTTGGGCT
Trx h2 Sca GACAGGGTTG TCGGAGCTAT CAAGGAGGAA CTGACCGCCA AGGTTGGGCT
....|....| ....|....
360        
AY245455  TCACGCGGCG GCCCAGTAA
Trx h2 Sca TCACGCGGCG GCCCAGTAA  
Figura 3.9: A) Alineamiento de secuencia de nucleótidos de Trx h1 (AY245454) y de 
Trx h1 del cultivar Scarlett y B) Alineamiento de secuencia de nucleótidos de Trx h2 
(AY245455) y de Trx h2 del cultivar Scarlett. 
 
Puesto que las secuencias codificantes resultaron con un 100 % de homología 
con las secuencias publicadas, se confirmó que la secuencia de las proteínas que 
codifican no sufrieron ninguna alteración durante el proceso de clonado y 
transformación de la cepa de E. coli sobre la que se realizó la síntesis de proteína. El 
alineamiento de Trx h1 y Trx h2 unidas a HisTag (HisTagTrx h1 y HisTagTrx h2 
respectivamente) y las secuencias de aminoácidos previamente publicadas para estas 
proteínas puede observarse en la Figura 3.10. En ella se indica el sitio activo de cada 
una de las Trxs y el residuo de seis histidinas en el extremo aminoterminal de la 
construcción de la proteína. Este residuo de histidinas permitió la purificación de las 
Trxs por el método descripto en la sección anterior. El tamaño de HisTagTrx h1 fue de 
14553,88 Daltons compuesta por 134 aminoácidos mientras que el de HisTagTrx h2 fue 
de 14965,50 Daltons y 138 aminoácidos. 
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A) ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
10         20         30         40         50             
Trxh1HisTg HHHHHHSSGL VPRGSHMAAE EGAVIACHTK QEFDTHMANG KDTGKLVIID 
h1 AY245454 ---------- ------MAAE EGAVIACHTK QEFDTHMANG KDTGKLVIID 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
60         70         80         90        100            
Trxh1HisTg  FTASWCGPCR VIAPVFAEYA KKFPGAIFLK VDVDELKDVA EAYNVEAMPT 
h1 AY245454 FTASWCGPCR VIAPVFAEYA KKFPGAIFLK VDVDELKDVA EAYNVEAMPT 
....|....| ....|....| ....|....| ....|
110        120        130            
Trxh1HisTg FLFIKDGEKV DSVVGGRKDD IHTKIVALMG SAST
h1 AY245454 FLFIKDGEKV DSVVGGRKDD IHTKIVALMG SAST
B) ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
10         20         30         40         50             
TRXh2HisTg HHHHHHSSGL VPRGSHMAAS ATAAAVAAEV ISVHSLEQWT MQIEEANTAK 
h2 AY245455 ---------- ------MAAS ATAAAVAAEV ISVHSLEQWT MQIEEANTAK 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
60         70         80         90        100            
TRXh2 HisTg KLVVIDFTAS WCGPCRIMAP VFADLAKKFP NAVFLKVDVD ELKPIAEQFS 
h2 AY245455 KLVVIDFTAS WCGPCRIMAP VFADLAKKFP NAVFLKVDVD ELKPIAEQFS 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
110        120        130        140                
TRXh2 HisTg VEAMPTFLFM KEGDVKDRVV GAIKEELTAK VGLHAAAQ  
h2 AY245455 VEAMPTFLFM KEGDVKDRVV GAIKEELTAK VGLHAAAQ  
  
Figura 3.10: A) Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de Trx h1 (AY245454) y 
de HisTagTrx h1 y B) Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de Trx h2 
(AY245455) y de HisTagTrx h2. El segmento resaltado en gris corresponde al sitio 
activo; las letras grises ilustran el residuo de histidinas. 
 
Una vez sintetizadas, se determinó la actividad de las Trxs por su capacidad de 
reducir y precipitar insulina. Los parámetros que se determinaron son: el momento en el 
que comienza la precipitación en que la absorbancia es mayor a 0,05, y la tasa de 
precipitación (Figura 3.11). 
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Figura 3.11: Precipitación de insulina mediada por Trx, medida como aumento de 
absorbancia en función del tiempo. Rombos negros: actividad de HisTagTrxh1 (2,3 
µM); rombos grises: actividad de HisTagTrxh2 (1,5 µM); rombos blancos: control sólo 
con DTT. Junto a cada curva se observa la recta de ajuste cuya pendiente representa la 
tasa de precipitación. 
 
Ambas Trxs se comportaron de manera diferencial sobre la precipitación de 
insulina. Por un lado, HisTagTrx h1 adelantó el comienzo de la precipitación desde 57 
minutos a 44 minutos desde el agregado de DTT a la vez que duplicó la tasa de 
precipitación. Por otro lado, HisTagTrx h2 no adelantó el comienzo de la precipitación 
pero aumentó la tasa en 2,5 veces con respecto al control. 
 
3.4.6 Liberación de beta amilasa 
Una vez determinado que las Trxs expresadas heterólogamente poseían actividad 
catalítica se procedió al ensayo de solubilización de β-amilasa mediada por Trx. Estas 
proteínas tienen la capacidad de reducir puentes disulfuro por lo que fue necesario 
reducir previamente a las Trxs por incubación con DTT. Los resultados sobre la muestra 
que provenía de una fertilización con N pero sin S indican que ambas Trxs fueron 
capaces de solubilizar a β-amilasa (Figura 3.12).  
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Figura 3.12: Solubilización de β-amilasa mediada por tiorredoxina h, medida como 
actividad de β-amilasa soluble luego de la incubación de la muestra no germinada con 
Trx h1 y Trx h2 reducidas con DTT. Letras diferentes indican diferencias significativas 
(p<0,05). 
 
Como el ensayo de solubilización de la enzima se llevó a cabo a diferentes  
concentraciones de Trx, que permite comparar cada tratamiento con el control pero no 
entre sí, se analizaron los datos de tratamientos con Trxs expresados en función de una 
cantidad estándar de esta proteína. Los resultados señalan que no hubo diferencias entre 
las dos Trxs en su capacidad de liberar β-amilasa (Figura 3.13 A).  
Sin embargo, cuando el ensayo se llevó a cabo sobre una muestra que no había 
recibido fertilización con N ni con S se registraron diferencias en cuanto a la capacidad 
de solubilización que demostraron que HisTagTrx h1 solubilizó una mayor cantidad de 
β-amilasa que HisTagTrx h2 (Figura 3.13 B). 
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Figura 3.13: Solubilización de β-amilasa mediada por tiorredoxina h en muestras no 
germinadas de Fortín Tiburcio con A) una alta relación N:S; y B) una baja relación N:S. 
Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). 
 
3.5 Discusión 
Durante el malteo, las semillas de cebada son remojadas e incubadas durante un 
período en el cual transcurre la germinación. El objetivo de este proceso es obtener las 
enzimas amilolíticas que degradarán el almidón. La actividad de las enzimas α- y β-
amilasa aumenta a medida que la germinación progresa: la primera debido, 
principalmente a que se sintetiza durante la germinación y la segunda a que, si bien fue 
previamente sintetizada, es solubilizada volviéndose activa. 
La fertilización provocó cambios en la actividad de ambas enzimas. Agu y 
Palmer (2001), informaron que la cantidad de N de los granos no modificaba la 
actividad de α- amilasa. En contraste con estos resultados, los datos presentados en esta 
tesis evidenciaron un aumento en la actividad de la enzima asociados a una mayor 
disponibilidad de N en uno de los sitios analizados. Dicho comportamiento podría 
deberse a una mayor cantidad de enzima sintetizada.  
La cantidad de BASI disminuye durante el malteo y se desnaturaliza cuando el 
extracto es calentado a 65ºC (Briggs 1998; Munck et al., 1985). Esta propiedad se usó 
para analizar el porcentaje de inhibición de la enzima. Se asoció una mayor proporción 
de enzima activa, es decir, una menor inhibición a una mayor disponibilidad de N 
acompañada de una deficiencia de S. El tratamiento que presentó la mayor inhibición 
fue el que no contó con N ni S, mientras que los tratamientos fertilizados con uno de los 
dos nutrientes manifestaron un comportamiento intermedio. Esta respuesta podría 
deberse a un balance entre la cantidad de enzima sintetizada y la actividad de los 
inhibidores de α-amilasa, cuyas estructuras contienen puentes disulfuro (Shahpiri et al., 
2009). La fertilización con N puede haber provocado una mayor síntesis de la enzima y, 
en el tratamiento que no contenía S, una menor actividad de inhibidores. El balance 
resultó así en una mayor proporción de enzima activa. La actividad de BASI, puede 
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influir sobre la tasa de degradación del almidón en las primeras etapas del malteo, pero 
la actividad inhibitoria se perdería a las temperaturas normales de la elaboración del 
mosto. Sin embargo, un análisis realizado sobre cultivares australianos (Jarrett et al., 
1997) demostró una relación negativa entre el contenido de BASI y la actividad de α-
amilasa determinada sobre la malta resultante. Es de importancia estudiar cuál es el 
impacto de estos inhibidores, y los mecanismos que los modulan, durante la 
germinación en el malteo y la posterior maceración, para poder comprender sus efectos 
sobre la actividad de la enzima.   
La enzima β-amilasa se sintetiza durante el llenado del grano y se deposita unida 
a proteína de reserva (Vinje et al., 2011). La actividad β-amilasa total a las 48 hs de 
iniciada la imbibición se relacionó directamente con la disponibilidad de N. La 
actividad de la enzima en cebada cervecera se correlacionó positivamente con el 
contenido de proteína (Qi et al., 2006). En ensayos de fertilización con N en espigazón 
la actividad β-amilasa aumentó junto con el contenido de proteína (Yin et al., 2002). 
Los datos concuerdan también con lo informado por Wei et al. (2009) que, en un 
análisis de 100 cultivares, encontraron una correlación entre la actividad de la enzima 
con el contenido de proteína. La relación directa de la actividad de β-amilasa con el 
contenido de proteína es entonces constante independientemente del genotipo analizado. 
A pesar de que la enzima en su forma unida no es completamente inactiva (Sopanen y 
Laurière, 1988), su actividad es menor que la de la forma soluble. En este contexto, 
aunque la fertilización con N produzca un aumento en la actividad total de la enzima, 
sólo la forma soluble manifiesta esa actividad potencial in vivo por lo que resulta de 
interés conocer la dinámica de solubilización de la enzima. 
En la semilla madura existe una cantidad pequeña de β-amilasa soluble; no 
obstante, la mayor proporción de actividad durante la germinación depende de la 
solubilización desde la forma insoluble (Evans et al., 1997). La fertilización azufrada 
provocó un aumento en la actividad de la enzima soluble con respecto a los tratamientos 
que no recibieron S en Fortín Tiburcio. Al analizar los valores de actividad como 
porcentaje del total se evidenció que la mayor disponibilidad de S aumentó la 
solubilización de la enzima. Esta respuesta no fue consistente en los dos experimentos 
analizados, ya que en el experimento desarrollado en FAUBA no se registraron efectos 
de la fertilización con S sino que la actividad de enzima soluble se vinculó a la 
fertilización con N. Sin embargo, como se analizó en el capítulo 2, en este experimento 
no se detectó un aumento en el contenido de S de los granos pero sí en el de N. Es decir, 
la respuesta en FAUBA se debió exclusivamente a la fertilización con N.  
El aumento en la actividad de β-amilasa soluble, resultado de la fertilización con 
S, podría deberse a un aumento del contenido de proteína soluble respecto de los demás 
tratamientos. El contenido de proteína soluble aumentó en respuesta a la fertilización 
con ambos nutrientes de manera independiente. La cantidad de proteína solubilizable 
por cisteína a las 48 hs provee una idea del potencial de solubilización de proteína. La 
actividad proteasa en semillas en germinación se vinculó principalmente a la actividad 
correspondiente a cisteín-proteasas (Jones, 2005a). En un estudio de proteínas 
secretadas por células de la capa de aleurona cultivadas in vitro en presencia de AG 
(Finnie et al., 2011), se informó la secreción de 6 cisteín-proteasas. Contrariamente a lo 
esperado, los resultados de la actividad de cisteín-proteasas evidenciaron una relación 
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con el contenido de N pero no con el contenido de S a las 24 hs desde iniciada la 
imbibición y estas diferencias desaparecieron a las 48 hs de germinación. Grime y 
Briggs (1995) demostraron que glutatión reducido (GSH) fue capaz de solubilizar una 
gran proporción de la enzima. En la liberación de β-amilasa soluble están implicados 
tanto la actividad de cisteín-proteasas como otros mecanismos vinculados con la 
capacidad de reducir puentes disulfuro. 
Las Trxs h son proteínas citosólicas capaces de regular la actividad de otras 
proteínas a través de la reducción de puentes disulfuro. En cebada existen dos isoformas 
de Trxs: h1 y h2 que son reducidas por Tiorredoxina Reductasa dependiente de NADPH 
(NTR; Shahpiri et al., 2008). Tanto NTR como las isoformas de Trx son esencialmente 
intercambiables (Finnie et al., 2009) y aún son poco conocidas las funciones 
individuales de estas proteínas. En un estudio de identificación de proteínas target de 
Trx, Hägglund et al. (2010), encontraron que β-amilasa es una proteína diana potencial. 
La producción heteróloga de Trxs permitió comprobar que estas proteínas fueron 
capaces de liberar a la enzima en semillas de cebada no germinada y, asimismo, que 
ambas isoformas presentaron una actividad diferente según la composición de la semilla 
utilizada. La HisTagTrx h1 liberó más enzima que HisTagTrx h2 en semillas que no 
habían sido fertilizadas con ninguno de los dos nutrientes. En cambio, cuando se 
determinó sobre semillas fertilizadas con N pero sin S no hubo diferencias entre las dos 
isoformas. En un estudio sobre la deposición de los distintos tipos de proteínas de 
reserva durante la ontogenia del grano, los tratamientos de fertilización con una mayor 
disponibilidad de N, pero sin S, evidenciaron un incremento en la cantidad de hordeínas 
C que no contienen S en su estructura (Peton et al., 2012). Los resultados de liberación 
de β-amilasa en muestras expuestas a dosis altas de N pero sin S disponible pueden estar 
relacionados entonces con una menor accesibilidad de las Trxs a la enzima. Estas 
muestras, si bien tienen un mayor contenido de proteína podrían contener un mayor 
contenido de proteína no azufrada que interfiera con el acceso de las Trxs a su sustrato. 
Aunque estos resultados se obtuvieron in vitro proveen evidencia de un posible 
mecanismo de solubilización de β-amilasa. Sería adecuado estudiar el efecto in vivo por 
la utilización de transgénicos expresando una isoforma para poder detectar las 
diferencias en la funcionalidad de las dos isoformas de Trx h de cebada. 
 
3.6 Conclusiones 
 Uno de los objetivos de este capítulo fue evaluar los efectos de la fertilización 
nitrogenada y azufrada sobre la actividad de α- y β- amilasa durante la germinación en 
semillas de cebada cervecera. Se acepta la hipótesis planteada que establecía que una 
mayor disponibilidad de N y S durante el crecimiento del cultivo afecta la actividad 
amilolítica durante la germinación de las semillas que produce. Tanto la actividad de α-
amilasa como la de β-amilasa fueron afectadas por la disponibilidad de nutrientes. 
Contrariamente a lo que se esperaba, la actividad amilolítica de granos de cebada 
resultantes del cultivo fertilizado con N y S fue superior sólo en el caso de β-amilasa. 
 Una segunda hipótesis que se puso a prueba es que las tiorredoxinas h 
participan en la solubilización de la enzima β-amilasa a partir de la forma unida a 
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proteína de reserva. Esta hipótesis es aceptada ya que ambas Trxs tuvieron la capacidad 
de solubilizar a la enzima. La relación en el modo de acción entre ellas fue dependiente 
de la composición de la muestra que se analizó. Se necesitarían más estudios para 
revelar cuál es la funcionalidad de cada isoforma sobre la producción de β-amilasa 
soluble. 
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4.1 Introducción 
Durante la germinación de las semillas de cebada, el almidón del endosperma es 
degradado por α-amilasas, β-amilasas, dextrinasa límite y α-glucosidasa; los dos 
primeros grupos son los más importantes y los que serán aquí abordados. Basados en 
sus propiedades químicas, físicas e inmunoquímicas, las α-amilasas se clasifican en dos 
grupos (Muralikrishna y Nirmala, 2005): el Grupo I (AMY1) se caracteriza por tener un 
alto valor de pI, cercano a 5,8, es independiente de calcio (Ca2+) y aparece rápidamente 
al comienzo de la germinación en presencia de ácido giberélico (AG). El grupo II 
(AMY2) posee un pI cercano a 4,5, representa el 60% del total de α-amilasa, requiere 
Ca2+ para su actividad y su ARNm es sintetizado durante la germinación en respuesta al 
AG con una tasa menor que AMY 1 pero en forma progresiva (Skadsen y Tibbot, 
1994).  
La enzima β-amilasa es sintetizada durante el período de llenado de grano y está 
presente en la semilla madura en dos formas: una soluble y otra unida a proteína de 
reserva (Evans et al., 1997). Durante la germinación, la forma unida es solubilizada y de 
esa forma es activa. Sin embargo, en un estudio de proteínas liberadas por la capa de 
aleurona en respuesta al AG (Finnie et al., 2011) se informó la presencia de la enzima 
en fracciones extracelulares del cultivo. Estos resultados evidencian una síntesis de la 
enzima en las células de la capa de aleurona durante la germinación. 
El inhibidor BASI es sintetizado durante la etapa de llenado de grano y es una 
proteína abundante de la semilla madura (Nielsen, 2004). Tiene la capacidad de inhibir 
a la enzima AMY2 de cebada y a serín-proteasas (Vallée et al., 1998). Debido a su 
doble capacidad se propuso que posee una doble función: control de la movilización de 
reservas durante el brotado prematuro y defensa contra patógenos durante la 
germinación (Pekkarinen y Jones, 2003). Sin embargo, su rol biológico en la semilla 
aún no es comprendido. Finnie et al. (2011) informaron la detección de la proteína en 
células de la capa de aleurona aisladas que crecían en un medio con AG. Estos 
resultados indicarían una síntesis del inhibidor por la capa de aleurona durante la 
germinación.   
En las plantas existen diversos tipos se tiorredoxinas, de diferente localización 
subcelular (cloroplastídicas, citosólicas y mitocondriales). Las tiorredoxinas citosólicas 
h (Trx h) son las menos conocidas en cuanto a su función pero se las ha vinculado 
principalmente con procesos metabólicos activos durante la germinación como la 
reducción de proteínas de reserva en trigo (Kobrehel et al., 1992, Wong et al., 1995), la 
activación de serín-proteasas (Besse et al., 1996) y de dextrinasa límite en cebada (Cho 
et al., 1999) y la inactivación de inhibidores  de α-amilasa y tripsina (Jiao et al.,1993).  
Maeda et al. (2003) describieron dos isoformas de Trx h en cebada denominadas 
Trx h1 y Trx h2. Durante la germinación de cebada, ambas isoformas de Trx se 
sintetizan, tanto en la capa de aleurona como en el embrión y esta síntesis es 
independiente de las hormonas AG y ABA (Serrato et al., 2001; Shahpiri et al., 2008). 
Estudios de germinación de semillas de cebada que sobreexpresan una Trx h de trigo 
revelaron aumentos tempranos, con respecto a semillas normales, de la actividad α-
amilasa y del contenido de AG (Wong et al., 2002). Asimismo, b-amilasa  fue 
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identificada como una proteína diana de Trx h en semillas de cebada  (Hägglund et al., 
2010) y la regulación rédox por Trx de su correspondiente isoforma cloroplastídica fue 
descripta por Sparla et al. (2006). Heisner y Bamforth  (2008) encontraron una relación 
positiva débil entre cantidad de Trx h y el porcentaje de proteína en grano en cebada de 
dos hileras, mientras no encontraron esta tendencia en genotipos de seis hileras.  
Los resultados del capítulo anterior, indican que la fertilización con N aumentó 
la actividad de b-amilasa total y de α-amilasa, mientras que la fertilización con S 
aumentó la proporción de β-amilasa liberada desde su forma unida. Para saber si estas 
diferencias se deben a cambios en la actividad enzimática o en la producción de enzimas 
es necesario evaluar los efectos de la fertilización sobre la expresión de sus genes y los 
de proteínas moduladoras como las Trxs y BASI. 
  
4.2 Objetivos e hipótesis 
El objetivo principal de este capítulo fue evaluar los efectos de la fertilización 
nitrogenada y azufrada en la expresión de los genes que codifican para Trx h1, Trx h2, 
BASI, AMY 1 y AMY 2 en semillas de cebada en germinación. La hipótesis asociada a 
este objetivo es que las variaciones en actividad amilolítica se explican por variaciones 
en la síntesis de proteínas tioladas tales como Trx, inhibidores y amilasas propiamente 
dichas. Las predicciones asociadas a esta hipótesis es que la mayor disponibilidad de N 
y S redundará en una mayor síntesis de Trx, de BASI y de amilasas. Si bien se espera 
que aumente la síntesis de los tres tipos de proteínas, la relación de aumento no será 
proporcional entre ellos. 
Un segundo objetivo fue evaluar la expresión del inhibidor BASI durante la 
germinación. Se espera que la expresión sea activa en las primeras horas de germinación 
como una protección contra patógenos en este período. 
 
4.3  Materiales y métodos. 
 
4.3.1 Material vegetal 
Según los resultados obtenidos en la sección anterior (Tabla 4.1), las diferencias 
en las actividades enzimáticas relacionadas a la fertilización con N y S se manifestaron 
en el ensayo de Fortín Tiburcio. Esta característica del ensayo resultó de importancia 
para la evaluación de la expresión de genes relacionada con la composición del grano, 
considerando ambos nutrientes. En cambio en FAUBA, las diferencias encontradas 
fueron explicadas sólo por el contenido de proteína. Por estas razones, las 
determinaciones efectuadas para la elaboración de este capítulo se realizaron sólo en 
muestras provenientes del ensayo de Fortín Tiburcio. 
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Tabla 4.1: Resumen de algunos de los resultados obtenidos sobre los ensayos de Fortín 
Tiburcio y FAUBA en composición del grano y actividad de α- y β- amilasas. Los 
signos + simbolizan cantidades superiores a los símbolos -. Las barras separan las 
diferencias establecidas por la interacción de N y S, el N y el S como factores 
principales 
Ensayo N0S0 N0S1 N1S0 N1S1
Fortín Tiburcio - - + +
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio -/-/- -/-/+ -/+/- +/+/+
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio - - + +
FAUBA - - - -
Fortín Tiburcio + -+ - -+
FAUBA + + - -
Fortín Tiburcio - - + +
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio - - + +
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio - + - +
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio - - - -
FAUBA - - + +
β-amilasa soluble (8 hs)
β-amilasa soluble (48 hs)
β-amilasa soluble (24 hs)
Inhibición de α-amilasa
Tratamiento de fertilización
Proteína
Azufre
α-amilasa
β-amilasa total (48 hs)
 
 
4.3.2 Extracción de ARN total  
Se extrajo el ARN total de semillas de cebada provenientes del ensayo de Fortín 
Tiburcio con 8, 24 y 48 horas de germinación con el reactivo Trizol ® (Invitrogen). Las 
muestras fueron molidas en mortero con N2 y colocadas en tubos eppendorf. Se agregó 
1 mL de Trizol y se centrifugó a 12000 G y 4 ºC durante 15 minutos para remover los 
restos de material vegetal. Se conservó el sobrenadante y se agregó cloroformo a fin de 
extraer los lípidos presentes en la muestra. Se separó la fase acuosa de la fase lipídica 
por centrifugación a 12000 G y 4 ºC durante 15 minutos. El ARN que se encontraba en 
la fase acuosa se precipitó con isopropanol y centrifugación a 12000 G durante 10 
minutos. Posteriormente se realizaron 3 lavados con etanol 75% y el precipitado se 
resuspendió en 50 µL de agua tratada con DEPC. Luego de incubar a 55 ºC durante 10 
minutos se realizó un tratamiento con enzimas que degradan el ADN (DNAsa) que 
consistió en la incubación en presencia del buffer adecuado y la enzima DNAsa I ® 
(Fermentas) a fin de degradar el ADN genómico presente en la muestra. Como las 
muestras de grano de cebada contienen una gran cantidad de proteína que interfiere en 
la síntesis de ADN copia (ADNc) se realizó una segunda extracción. El primer paso de 
la misma consistió en el tratamiento con β-mercaptoetanol para reducir y solubilizar 
proteínas de reserva. Para el resto de la extracción se procedió con el protocolo 
descripto desde el paso de agregado de cloroformo. Finalizada la extracción se sembró 
Expresión de amilasas, tiorredoxinas y BASI durante la germinación 74 
 
 
Regulación de la actividad amilásica en semillas de cebada en respuesta a la fertilización con azufre y 
nitrógeno durante el cultivo 
una alícuota de ARN en un gel de agarosa 1,5 % para evaluar la cantidad y la calidad 
del ARN obtenido.  
Una vez obtenido el ARN total purificado, se sintetizó ADNc a partir del 
ARNm. La síntesis se llevó a cabo utilizando la enzima MMLV High Performance 
Reverse Transcriptase (®Epicentre) que sintetiza una cadena de ADN complementaria 
al ARNm a partir del apareamiento entre un “primer” denominado oligo dT (Fermentas) 
que, al estar constituído por timinas, se aparea con la cola poliadenilada del ARNm 
maduro. De esta manera, se obtuvo ADN a partir del ARNm y sobre ese material se 
realizaron las PCR’s para medir la expresión de los genes de interés.  
 
4.3.3 Diseño de primers y reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
A partir de las secuencias disponibles en el GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)  
se diseñaron primers que permiten la amplificación de la secuencia parcial de Trx h1, 
Trx h2, BASI, α-amilasa 1 (AMY1), α-amilasa 2 (AMY2) y β-amilasa 1 (BAM1). 
Asimismo, se diseñaron primers de la secuencia completa e incorporando sitios de corte 
para las enzimas de restricción NdeI y BamHI de BASI (Tabla 4.2). 
En la reacción de PCR se utilizó la enzima Taq polimerasa (® Genbiotech), con 
los primers apropiados, y los desoxirribonucleóticos trifosforilados (dNTP’s), sustrato 
de la polimerización en la nueva cadena sintetizada. 
La detección de los productos de PCR se realizó por electroforesis en gel de 
agarosa 1,5% en presencia de GelRed (Biotium), colorante que permite visualizar el 
ADN en presencia de luz UV. La cuantificación de la expresión se realizó con el 
software Fluorchem (Alpha Ease ® FC Soffware, Alpha Innotech Corporation). Los 
resultados de expresión de los genes se relativizaron a la expresión de actina.  
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Tabla 4.2: Secuencias de primers utilizados para PCR’s para medir expresión y para la 
clonación y secuenciación de BASI. Se indica el tamaño de la secuencia que amplifican, 
la temperatura de apareamiento de los primers con el cDNA y el número de ciclos 
utilizado para su amplificación. 
Gen Primer Secuencia (5'->3') Tamaño de 
fragmento 
(pb)
T º 
annealing
Nº de 
ciclos
Trx h1 HvH1F gCCACACCAAgCAAgAgTTC
266 59 ºC 28
HvH1R ACCgACAACACTgTCCACCT
Trx h2 HvH2F gAggTgATCTCggTCCACAg
289 59 ºC 28
HvH2R CCTTgATAgCTCCgACAACC
Actina ActF CCAggTATCgCTgACCgTAT
344 59 ºC 29
ActR ggTggCgTATCCCAAgAgTA
BASI BIF ACTgAgTggCACATCgACAg
245 59 ºC 29
BIR AACACgACgACATggTATgg
α-amilasa 1 AMY1F CggCCCTACgCTgACggCACCggC
357 62 ºC 30
AMY1R AAgTCgAACgTggTAgCgggCC
α-amilasa 2 AMY2F gggCggCgCggCCTCggCAgg
531 55 ºC 30
AMY2R CgTTgTAgTgTTgCCgCggC
β-amilasa 1 BAM1F gAAggggAggTTTTTCCTTgC
315 57 ºC 32
BAM1R AgTTCTTCTggTgCgCTCATCg
BASI 
(completo)
HvBIF-NdeI gTgCATATgggTAgCCgCCgTgCAggC
626 58 ºC 50
HvBIR-BamHI gTggATCCTTAAgCgggCggCgCCTTC
 
 
4.3.4 Clonación y secuenciación de BASI. 
Para confirmar la expresión de BASI durante la germinación se realizó 
extracción de ARNm maduro de semillas con 48 hs de germinación utilizando mRNA 
Isoltaion Kit (Roche Molecular Biochemicals, Gmbh, Mannheim, Germany) que 
permite la extracción de ARNm sin contaminación con ADN genómico a partir de la 
utilización de partículas magnéticas de estreptavidina asociadas a sonda de oligo dT que 
se ligan al resto poliadenílico. Luego se llevó a cabo una PCR con los primers 
específicos que permiten la amplificación de la secuencia completa del inhibidor. Para 
ello se utilizó  la enzima IproofTM Hi Fidelity ®(BIORAD). Se siguió con la misma 
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metodología desarrollada en el capítulo 3 para clonación de Trx h1 y Trx h2 (Secciones 
3.3.5.3, 3.3.5.4 y 3.3.5.5).  
 
4.4 Resultados  
 
4.4.1 Síntesis de BASI durante la germinación. 
La extracción de ARNm, síntesis de ADNc y la PCR posterior de la secuencia 
total (Figura 4.1 A) y parcial (Figura 4.1 B) del inhibidor BASI demostraron en primer 
lugar la expresión del inhibidor durante la germinación.  
100
300
600
B)
100
300
600
A)
 
Figura 4.1: A) PCR de secuencia codificante completa de BASI (tamaño 615 pb); B) 
PCR de secuencia codificante parcial de BASI (tamaño 245 pb). En el lateral izquierdo 
de cada marcador de peso molecular se indican los pesos de las bandas del marcador 
correspondientes a 100, 300 y 600 pares de bases (bp). 
 
La secuencia codificante completa fue incorporada al vector pGEM-T y fue 
secuenciada. El alineamiento de la secuencia resultante con la secuencia de BASI del 
GenBank (Número de acceso: Z12961.1) detectó un 100% de homología (Figura 4.2). 
Estos resultados permiten confirmar la síntesis de ARNm del inhibidor durante la 
germinación. 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
10         20         30         40         50             
Z12961.1  ATGGGTAGCC GCCGTGCAGG CCTCCTCCTC CTCTCCCTTA TTCTGGCCAG 
BASI Scar ATGGGTAGCC GCCGTGCAGG CCTCCTCCTC CTCTCCCTTA TTCTGGCCAG 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
60         70         80         90        100            
Z12961.1  CACCGCCCTC TCGCGCAGCG CCGATCCGCC GCCGGTGCAC GACACGGACG 
BASI Scar CACCGCCCTC TCGCGCAGCG CCGATCCGCC GCCGGTGCAC GACACGGACG 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
110        120        130        140        150        
Z12961.1  GCCACGAGCT GCGCGCCGAC GCCAACTACT ACGTCCTCTC GGCCAACCGC
BASI Scar GCCACGAGCT GCGCGCCGAC GCCAACTACT ACGTCCTCTC GGCCAACCGC
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
160        170        180        190        200        
Z12961.1  GCCCACGGCG GGGGGCTGAC GATGGCGCCC GGCCACGGGC GCCACTGCCC
BASI Scar GCCCACGGCG GGGGGCTGAC GATGGCGCCC GGCCACGGGC GCCACTGCCC
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
210        220        230        240        250        
Z12961.1  GCTCTTCGTG TCGCAGGACC CCAACGGGCA GCACGACGGG TTCCCCGTGC
BASI Scar GCTCTTCGTG TCGCAGGACC CCAACGGGCA GCACGACGGG TTCCCCGTGC
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
260        270        280        290        300        
Z12961.1  GCATCACCCC GTACGGCGTC GCGCCGTCCG ACAAGATCAT CCGGCTGTCG 
BASI Scar GCATCACCCC GTACGGCGTC GCGCCGTCCG ACAAGATCAT CCGGCTGTCG 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
310        320        330        340        350        
Z12961.1  ACCGACGTCC GCATCTCCTT CCGCGCCTAC ACGACGTGTC TGCAGTCCAC
BASI Scar ACCGACGTCC GCATCTCCTT CCGCGCCTAC ACGACGTGTC TGCAGTCCAC
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
360        370        380        390        400        
Z12961.1  TGAGTGGCAC ATCGACAGCG AGCTGGCGGC GGGCCGCCGG CACGTGATCA
BASI Scar TGAGTGGCAC ATCGACAGCG AGCTGGCGGC GGGCCGCCGG CACGTGATCA
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
410        420        430        440        450        
Z12961.1  CCGGCCCGGT CAAGGACCCG AGCCCGAGCG GCAGGGAGAA CGCCTTCCGC
BASI Scar CCGGCCCGGT CAAGGACCCG AGCCCGAGCG GCAGGGAGAA CGCCTTCCGC
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
460        470        480        490        500        
Z12961.1  ATCGAGAAGT ACAGCGGCGC CGAGGTGCAC GAGTACAAGC TGATGTCGTG 
BASI Scar ATCGAGAAGT ACAGCGGCGC CGAGGTGCAC GAGTACAAGC TGATGTCGTG 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
510        520        530        540        550        
Z12961.1  CGGGGACTGG TGCCAGGACC TCGGCGTGTT CAGGGACCTC AAGGGTGGGG 
BASI Scar CGGGGACTGG TGCCAGGACC TCGGCGTGTT CAGGGACCTC AAGGGTGGGG 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| 
560        570        580        590        600        
Z12961.1  CGTGGTTCTT GGGCGCCACC GAGCCATACC ATGTCGTCGT GTTCAAGAAG 
BASI Scar CGTGGTTCTT GGGCGCCACC GAGCCATACC ATGTCGTCGT GTTCAAGAAG 
....|....| ....|
610        
Z12961.1  GCGCCGCCCG CTTAA
BASI Scar GCGCCGCCCG CTTAA
 
Figura 4.2: Alineamiento de secuencia de nucleótidos de la secuencia codificante de 
BASI (Z12961.1) y de BASI del cultivar Scarlett. 
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Se determinó la expresión relativa del inhibidor en tres momentos desde iniciada 
la imbibición (8, 24 y 48 hs). No se encontraron cambios en la expresión del inhibidor 
en el transcurso de la germinación (Figura 4.3).  
0
1
2
3
4
5
0 10 20 30 40 50
E
xp
re
si
ón
 r
el
at
iv
a
tiempo desde imbibición (hs)
N0S0
N0S1
N1S0
N1S1
 
Figura 4.3: Expresión relativa a actina del inhibidor durante la germinación. Los 
valores corresponden a los promedios de cuatro repeticiones independientes de cada 
tratamiento por momento de muestreo. Las barras ilustran el ET.  
 
4.4.2 Efecto de la fertilización sobre la expresión de Trx h y BASI. 
La fertilización con S aumentó la síntesis de Trx h1 a las 8 hs desde iniciada la 
germinación, pero el nivel de expresión de esta proteína no se diferenció entre 
tratamientos a las 24 y 48 horas de germinación (Figura 4.4). 
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Figura 4.4: Expresión de Trx h1 a las 8 hs (A), 24 hs (B) y 48 hs (C) desde iniciada la 
imbibición. D) Expresión de actina como control correspondiente a las imágenes de A, 
B y C.  La foto dentro de cada figura corresponde a un gel representativo de 4 
repeticiones.   
 
La expresión de Trx h2 aumentó a las 8 horas desde la imbibición en las semillas 
provenientes de los tratamientos que recibieron fertilización con S (Figura 4.5). De la 
misma forma que Trx h1, en los siguientes tiempos de muestreo no se encontraron 
diferencias asociadas al tratamiento de fertilización.   
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Figura 4.5: Expresión de Trx h2 a las 8 hs (A), 24 hs (B) y 48 hs (C) desde iniciada la 
imbibición. D) Expresión de actina como control correspondiente a las imágenes de A, 
B y C.  La foto dentro de cada figura corresponde a un gel representativo de 4 
repeticiones.   
 
La expresión de Trx h2 resultó menor a la expresión de Trx h1 en todos los 
tiempos analizados y disminuyó progresivamente a medida que transcurrió la 
germinación. Por el contrario, el nivel de expresión de Trx h1 se mantuvo constante en 
los tiempos de muestreo considerados. Estos resultados indican que Trx h2 tiene un rol 
importante en las primeras horas de germinación mientras Trx h1 en los tres momentos 
de muestreo analizados.  
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Figura 4.6: Expresión de BASI a las 8 hs (A), 24 hs (B) y 48 hs (C) desde iniciada la 
imbibición. D) Expresión de actina como control correspondiente a las imágenes de A, 
B y C.  La foto dentro de cada figura corresponde a un gel representativo de 4 
repeticiones.   
 
Al analizar la expresión de BASI durante la germinación asociada a los 
tratamientos de fertilización el patrón de expresión fue similar al de Trx: sólo a las 8 
horas de iniciada la imbibición la expresión del inhibidor fue mayor en los tratamientos 
que fueron fertilizados con S (Figura 4.6). Esta diferencia entre los tratamientos no se 
manifestó en los siguientes tiempos de muestreo. 
 
4.4.3 Efecto de la fertilización sobre la expresión de AMY1, AMY 2 y BAM 1 
La expresión de AMY 1 fue detectable desde las 8 horas de germinación y 
evidenció una respuesta a la fertilización con S en ese momento de muestreo (Figura 
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4.7). Sin embargo, tanto a las 24 como a las 48 hs de germinación no hubo diferencias 
en la expresión asociada a los tratamientos de fertilización.    
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Figura 4.7: Expresión de AMY1 a las 8 hs (A), 24 hs (B) y 48 hs (C) desde iniciada la 
imbibición. D) Expresión de actina como control correspondiente a las imágenes de A, 
B y C.  La foto dentro de cada figura corresponde a un gel representativo de 4 
repeticiones.   
 
A pesar de que la expresión fue muy baja, siendo necesario aumentar el número 
de ciclos de PCR de 30 a 35, se detectó un aumento en la expresión de AMY2 en 
muestras que habían sido fertilizadas con S (Figura 4.8). Esta diferencia se disipó en el 
transcurso de la germinación.  
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Figura 4.8: Expresión de AMY2 a las 8 hs (A), 24 hs (B) y 48 hs (C) desde iniciada la 
imbibición. D) Expresión de actina como control correspondiente a las imágenes de A, 
B y C.  La foto dentro de cada figura corresponde a un gel representativo de 4 
repeticiones.  
 
β-amilasa 1 (BAM 1) no respondió a la fertilización en ninguno de los tiempos 
analizados pero fue detectable desde las 8 horas de germinación (Figura 4.9). La mayor 
expresión de este gen ocurrió a las 8 horas de germinación y disminuyó 
progresivamente a las 24 y 48 hs. 
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Figura 4.9: Expresión de BAM1 a las 8 hs (A), 24 hs (B) y 48 hs (C) desde iniciada la 
imbibición. D) Expresión de actina como control correspondiente a las imágenes de A, 
B y C.  La foto dentro de cada figura corresponde a un gel representativo de 4 
repeticiones.   
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4.5 Discusión 
Iniciada la imbibición de las semillas, el embrión sintetiza rápidamente AG 
(Briggs, 1998) que migra hacia la capa de aleurona en donde induce la síntesis de α-
amilasa.  La síntesis y secreción de las isoformas de la enzima, AMY1 y AMY2, en 
semillas en germinación  (Valleé et al., 1998) depende de la concentración de iones Ca2+ 
y de las fitohormonas AG y ácido abscísico (ABA). En coincidencia con los 
antecedentes descriptos anteriormente, la expresión de AMY 1 fue rápidamente 
detectada mientras que la de AMY2 fue muy baja en el primer tiempo de muestreo. La 
fertilización con S aumentó la expresión de AMY1 y AMY2 sólo al comienzo de la 
germinación, respuesta similar a la de ambas isoformas de Trx h. Sin embargo, 
avanzada la germinación no se encontraron diferencias asociadas a la fertilización. Estos 
datos coinciden con los publicados por Wong et al. (2002) que, usando un genotipo de 
cebada que sobreexpresa Trx h de trigo en el endosperma, determinaron un 
adelantamiento en la inducción de la enzima α-amilasa debido a un incremento en la 
concentración de AG. El efecto de la fertilización con S en la síntesis de α-amilasa 
podría deberse, entonces, a una inducción adelantada de la expresión de los genes 
mediada por un incremento en la producción de AG. 
Las Trx son proteínas tioladas con múltiples funciones durante la germinación. 
Marx et al. (2003) analizaron la fracción soluble del endosperma y del embrión durante 
la imbibición de la semilla de cebada, y encontraron que la cantidad de Trx total en el 
endosperma disminuyó progresivamente mientras, en el embrión el nivel de Trx 
incrementó progresivamente. En coincidencia con estos antecedentes, los resultados 
sobre la síntesis de ARNm de la isoforma de Trx h2 evidencian una disminución de la 
expresión pero la expresión de Trx h1 se mantuvo constante a medida que progresó la 
germinación. En un estudio a nivel transcripcional de las isoformas de Trx (Shahpiri et 
al., 2008), se determinó que el ARNm de ambas isoformas estuvo presente en el 
embrión de la semilla madura y se mantuvo constante durante la germinación. 
Asimismo, en la capa de aleurona también se encontraron ambos transcriptos constantes 
durante la germinación, pero la cantidad de la proteína aumentó considerablemente en 
las 6 horas desde imbibición. En trigo, se informó una acumulación progresiva de los 
transcriptos de trx h durante la germinación mientras que en la capa de aleurona la 
cantidad de transcriptos aumentó durante los dos primeros días de germinación pero 
luego se mantuvo constante por dos días más (Serrato et al., 2001). Las determinaciones 
llevadas a cabo en este capítulo fueron realizadas sobre semillas en germinación 
completas por lo que los resultados podrían enmascarar la síntesis de ARNm de ambas 
isoformas en cada tejido de la semilla. Las diferencias en la cantidad de transcriptos 
presentes a las 8 horas de germinación manifestadas en muestras que fueron fertilizadas 
con S, podrían deberse a un efecto de acumulación de los mismos durante el desarrollo 
de la semilla más que a una nueva síntesis. En trigo, se informó la acumulación de los 
polipéptidos de dos isoformas de Trx h (Serrato et al., 2003) en el núcleo de las células 
de la capa de aleurona y de las células del escutelo; mientras que la acumulación de los 
transcriptos se asoció a la fase de desecación de la semilla (Cazalis et al., 2006).    
Los efectos de la fertilización azufrada sobre la expresión de AMY 1 y AMY 2 a 
las 8 horas desde iniciada la geminación podrían estar mediados a partir de las 
diferencias en el ARNm de Trx. La expresión de Trx h1 y Trx h2 en la capa de aleurona 
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no es regulada  por la adición de AG o ABA (Serrato et al., 2001; Shahpiri et al., 2008). 
Asimismo, la sobreexpresión de Trx h de trigo en el endosperma de cebada produjo 
aumentos en la cantidad de AG y por consiguiente de α-amilasa (Wong et al., 2002). Es 
posible entonces, que un mayor contenido de transcriptos de Trxs h acelere la 
producción de AG en el embrión y, por lo tanto, el efecto de inducción sobre α-amilasa. 
La síntesis de BASI ocurre durante la fase de llenado de grano y se encuentra en 
abundancia en la semilla madura (Nielsen et al., 2004; Robertson y Hill, 1989). Sin 
embargo, la secuenciación de ARNm en semillas con 48 hs desde iniciada la imbibición 
comprobó la síntesis de transcriptos de esta proteína durante la germinación. Estos 
resultados están en acuerdo con los informados por Finnie et al., (2011) que encontraron 
BASI en fracciones extracelulares de un cultivo de células de la capa de aleurona tratada 
con AG. La expresión del inhibidor a las 8 horas de germinación, aumentó en semillas 
con una mayor disponibilidad de S en semillas que provenían de plantas que no habían 
recibido N, lo que podría deberse a una acumulación diferencial del transcripto en la 
fase final del llenado de grano. Si bien en los tiempos de muestreo analizados no se 
encontró un patrón de expresión determinado la actividad protectora de inhibidores 
como BASI contra organismos patógenos es de entender que sea importante durante las 
primeras etapas de la germinación.  
   La enzima β-amilasa es sintetizada durante la fase de llenado del grano, y se 
acumula junto a  proteína de reserva (Evans et al., 1997; Vinje et al., 2011). No 
obstante, el ARNm de la isoforma BAM 1 fue detectado en un bajo nivel de expresión 
en los tiempos analizados durante la germinación. Estos resultados podrían ser 
explicados por la aparición de esta enzima en células de la capa de aleurona inducidas 
por AG encontrada por Finnie et al., (2011).    
 
4.6 Conclusiones 
La primera hipótesis planteada al comienzo de este capítulo establecía que las 
variaciones en la actividad amilolítica podían ser explicadas por variaciones en la 
síntesis de amilasas, pero también por las de Trxs h y el inhibidor BASI. Las diferencias 
que se registraron en la expresión de genes estuvieron asociadas a la fertilización con S 
y esas diferencias desaparecieron a medida que la germinación progresó. Dichas 
diferencias implicaron un aumento en la síntesis de AMY 1, AMY 2 y BASI como 
probable respuesta a un aumento en Trx h1 y Trx h2. De cualquier modo, estas 
diferencias en la expresión de Trxs no se manifestaron en diferencias en la actividad de 
α-amilasa a las 8 hs de germinación por lo que no puede aceptarse la hipótesis 
establecida.   
Asimismo, un segundo objetivo fue evaluar la expresión del inhibidor BASI 
durante la germinación. Se confirmó su expresión mediante la secuenciación del ARNm 
a las 48 horas desde imbibición, es decir cuando la germinación estaba avanzada. Se 
esperaba que la expresión del inhibidor declinara en el transcurso de la germinación. Sin 
embargo, la expresión del inhibidor se mantuvo constante. La función del inhibidor 
durante la germinación sería la de proteger a la semilla en las primeras fases de 
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germinación contra el ataque de patógenos debido a su actividad inhibitoria sobre 
proteasas. Los mecanismos mediante los cuales este inhibidor es regulado durante la 
germinación se mantienen aún desconocidos. 
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5.1 Introducción 
La malta es producto de la germinación controlada de semillas de cebada 
cervecera y contiene las enzimas amilolíticas que degradan el almidón, principalmente 
durante la elaboración del mosto, dejando así carbohidratos solubles para la 
fermentación alcohólica y aminoácidos disponibles para el crecimiento de las levaduras 
durante la elaboración de cerveza. La calidad maltera es una característica compleja, 
gobernada por las propiedades del grano, como el contenido y composición de proteínas 
y carbohidratos, estructura del endosperma, composición de la pared celular y la 
actividad de enzimas hidrolíticas durante el malteo (Fox et al., 2003). 
Durante la preparación del mosto cervecero, la malta molida es disuelta en agua 
e incubada a temperaturas controladas por períodos de tiempo también controlados 
(Savin y Aguinaga, 2011). Durante esta maceración, las enzimas producidas durante el 
malteo, liberan compuestos más simples (aminoácidos y carbohidratos solubles) a partir 
de polímeros (proteínas de reserva y almidón). La producción de mosto es equivalente a 
la etapa de maceración en la cervecería. Para llevar a cabo los análisis de calidad de 
malta, se elabora un mosto en determinadas condiciones, que se denomina Mosto 
Congreso. Sobre el mismo se realizan las determinaciones indicadoras del 
comportamiento de la malta en cervecería.  
Entre los parámetros que se relacionan con la calidad maltera figuran el poder 
diastásico y el extracto de malta (Briggs, 1998). El poder diastásico (PD) es medido 
como la producción de azúcares reductores cuando una solución de almidón es 
hidrolizada por un extracto de malta en condiciones controladas (Wainwright y Buckee, 
1977). Es decir, es una medida de la capacidad de la malta para degradar el almidón.  El 
extracto de malta es una medida de la cantidad de sustancias solubles en el mosto. Es 
decir, representa el total de sustancias que fueron solubilizadas durante la maceración de 
la malta y es una estimación del rendimiento cervecero. Así, una malta que produce un 
valor alto de extracto produce un alto contenido de sustancias solubles que redundarán 
en un mayor rendimiento en volumen de cerveza producido durante la fermentación del 
mosto con levaduras.   
El nitrógeno (N) y el azufre (S) son nutrientes de gran importancia y podrían 
impactar en la calidad maltera a través de su efecto sobre las diferentes proteínas que 
participan en la degradación del almidón. Molina Cano et al. (2004) asociaron algunas 
propiedades de la calidad maltera al contenido de N: relacionaron aumentos en el PD, la 
actividad α-amilasa y el extracto de malta con un mayor contenido de proteínas y 
hordeínas, lo que resultó en una calidad maltera superior. Estudios de fertilización con 
N (Edney et al., 2012) revelaron aumentos en el PD de la malta junto con una mayor 
cantidad de proteína en tratamientos con una mayor disponibilidad del nutriente. 
Asimismo, malta con un contenido de proteínas alto produce valores de extracto 
menores (Savin y Aguinaga, 2011). En estudios de fertilización con S (Zaho et al., 
2006), los efectos sobre la calidad maltera dependieron fuertemente del genotipo 
utilizado, mientras que sólo algunos genotipos demostraron un aumento en el PD como 
respuesta a la fertilización azufrada, en ninguno de los casos se registraron diferencias 
en el extracto de malta. 
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Las enzimas que determinan el PD y las principales responsables de la liberación 
de azúcares solubles durante la maceración son α- y β-amilasa. Evans et al. (1997), 
estudiaron el efecto del malteo sobre la liberación de β-amilasa y determinaron que la 
mayor proporción de enzima es solubilizada durante la fase de germinación. Mientras 
que la actividad de esta enzima depende principalmente de la tasa de liberación desde su 
forma unida, la actividad de la enzima α-amilasa depende de la tasa de síntesis durante 
el malteo y de la presencia de inhibidores. Los efectos de la fertilización con N y S no 
han sido estudiados sobre estas características que podrían explicar el comportamiento 
de algunos de los parámetros de calidad maltera. 
 
5.2 Objetivos e hipótesis  
El objetivo de este capítulo fue establecer en qué medida diferentes niveles de N 
y S disponible para las plantas pueden afectar la calidad maltera de los granos a través 
de cambios en la actividad de a-amilasa y b-amilasa. La hipótesis es que la mayor 
disponibilidad de N y S afecta la calidad de la malta a través del PD. La actividad de las 
enzimas amilolíticas será superior ante una mayor disponibilidad de N y S. El PD de la 
malta resultante de los tratamientos que recibieron la doble fertilización aumentará 
debido a un incremento en la actividad amilásica. A pesar de que se espera que el S 
incremente la capacidad de la malta de degradar el almidón, como la respuesta 
generalizada al N es una disminución del extracto, se espera que ante la doble 
fertilización el valor de extracto de malta no se modifique.  
 
5.3 Materiales y métodos 
 
5.3.1 Material Vegetal 
De acuerdo a los resultados obtenidos sobre la actividad enzimática durante la 
germinación de las semillas (Tabla 5.1), el ensayo llevado a cabo en Fortín Tiburcio 
manifestó diferencias en estos resultados relacionadas a la fertilización con N y con S. 
Por otro lado, los resultados obtenidos en FAUBA sólo se diferenciaron en dichos 
parámetros como respuesta a la fertilización nitrogenada, posiblemente porque no había 
diferencias en el contenido de S de los granos. Debido a que este capítulo se enfoca en 
la composición del grano en término de los dos nutrientes, los resultados que se 
presentan a continuación corresponden a muestras provenientes del ensayo de Fortín 
Tiburcio. 
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Tabla 5.1: Resumen de algunos de los resultados obtenidos sobre los ensayos de Fortín 
Tiburcio y FAUBA en composición del grano, actividad de α- y β- amilasas y cisteín-
proteasas y contenido de proteína soluble y potencialmente solubilizable por cisteína.  
Ensayo N0S0 N0S1 N1S0 N1S1
Fortín Tiburcio - - + +
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio -/-/- -/-/+ -/+/- +/+/+
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio - - + +
FAUBA - - - -
Fortín Tiburcio + -+ - -+
FAUBA + + - -
Fortín Tiburcio - - + +
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio - - + +
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio +/- +/+ -/- +/+
FAUBA - - - -
Fortín Tiburcio - + - +
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio - - + +
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio -/- -/+ +/- +/+
FAUBA - - + +
Fortín Tiburcio - + - +
FAUBA - - + +
Tratamiento de fertilización
Proteína
Azufre
α-amilasa
Inhibición de α-amilasa
β-amilasa total (48 hs)
β-amilasa soluble (48 hs)
% de Liberación de β-amilasa  (48 hs)
β-amilasa soluble (24 hs)
Actividad cisteín-proteasa (24 hs)
Proteína soluble (48 hs)
Proteína solubilizable (48 hs)
 
 
 
 
 
5.3.2 Micromalteos 
Las muestras se micromaltearon en una micromaltería automática Phoenix de 
acuerdo al programa desarrollado por la Cátedra de Tecnología Cervecera I de la 
Universidad Técnica de Münich (Weihenstephan, Alemania). El programa consistió en 
una etapa de remojo, otra de germinación y una etapa de secado. Durante la primera se 
realizó una inmersión durante 5 horas y descanso al aire durante 19 horas. 
Posteriormente se repitió la inmersión y el descanso. La temperatura del agua en esta 
fase fue de 15 ºC. 
La etapa de germinación consistió en la incubación durante 4 días a 15 ºC una 
vez que la cebada alcanzó el 45% de humedad. La malta se removió manualmente dos 
veces por día. 
El secado se llevó a cabo a través de una rampa de temperatura con diferentes 
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tiempos (Tabla 5.2). Una vez finalizado el secado, se realizó una limpieza y desbrotado 
de la malta y una posterior molienda. 
 
Tabla 5.2: Programa de secado durante el micromalteo. 
Temperatura ºC Duración (horas)
55 4
Ascenso 55-60 1
60 6
Ascenso 60-65 1
Ascenso 65-70 1
Ascenso 70-75 1
Ascenso 75-80 1
Ascenso 80-82 1
82 3
 
    
5.3.3 Poder diastásico 
Se realizó una extracción de las enzimas a través de una incubación a 40 ºC 
durante 1 hora. Se incubaron 2,5 mL del extracto resultante con 50 mL de una solución 
de almidón 2% y 2,5 mL de buffer acetato de sodio 0,3 M pH 4,3 a 20 ºC durante 30 
minutos. La reacción se interrumpió por el agregado de 2 mL de NaOH 1M y se llevó a 
volumen final de 100 mL. Para la determinación iodométrica de los azúcares de 
reducción se agregaron a 25 mL de la incubación enzimática, 12, 5 mL de solución de 
iodo 0,1 M y 1,5 mL de NaOH 1M y se dejó reposar la mezcla por 15 minutos. Se 
agregaron 2,3 mL de ácido sulfúrico y se tituló el iodo no reaccionado con solución de 
tiosulfato 0,1 M. El PD se expresó en unidades Windish-Kolback (ºWK). 
 
5.3.4 Extracto de malta 
Se presentan los datos de extracto de malta (Peton, comunicación personal), al 
igual que el análisis estadístico de los mismos, a los efectos de considerarlos en 
conjunto con los resultados de poder diastásico pero cabe aclarar que dichos datos de 
extracto de malta serán presentados como propios en la tesis de maestría de Andrés 
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Peton.  
Para la determinación del extracto de malta, se realizó previamente una 
maceración de la malta. La producción del Mosto Congreso consistió en la incubación 
de la malta a temperatura controlada. Se tomaron 50 g de malta disuelta en 200 mL de 
agua destilada y se incubaron a 45 ºC durante 30 minutos. Posteriormente se elevó la 
temperatura del macerador en 1ºC por minuto durante 25 minutos. Cuando la 
temperatura alcanzó los 70 ºC se agregaron 100 mL de agua destilada y se mantuvo la 
temperatura a 70 ºC durante una hora. Posteriormente, el mosto fue enfriado a 
temperatura ambiente en 15 minutos. Se ajustó el contenido del vaso a 450 g con agua 
destilada. Se filtró el contenido del vaso con papel de filtro. Se determinó la densidad 
con densímetro digital (DMA 5000 Anton Pear). Con los valores de humedad y 
densidad de la muestra se obtuvo el valor de extracto  en % (m/m). 
 
5.3.5 Proteína soluble y mediciones enzimáticas 
El contenido de proteína soluble en malta se determinó por el método de 
Bradford (1976) mientras que la actividad de α-amilasa y β-amilasa se determinó con 
Ceralpha y Betamyl-3 (ambos de Megazyme) respectivamente. Los detalles de los 
métodos fueron descriptos en la sección 3.3.4.  
 
5.3.6 Análisis estadístico 
Los análisis estadísticos se realizaron con el programa Infostat a través de 
Análisis de la Varianza (α<0,05). Se consideraron los efectos independientes de N y S y 
la interacción entre ambos. El análisis de las muestras siguió el esquema de bloques de 
los experimentos a campo.Las diferencias entre las medias de los tratamientos se 
analizaron por el método de Tuckey (α<0,05)  
 
5.4 Resultados 
 
5.4.1 Poder diastásico. 
Dentro de los parámetros de calidad maltera, el PD constituye una medida de la 
actividad amilolítica total e indica la capacidad de la malta de degradar almidón. Los 
resultados indican que la mayor disponibilidad de S provocó un aumento en dicho 
parámetro (pS=0,022; Figura 5.1), mientras que el N no tuvo efecto. Cabe aclarar que el 
valor p de la prueba estadística para la interacción de ambos nutrientes sobre el PD fue 
de 0,086 lo que podría indicar una tendencia a que la doble fertilización aumente dicha 
capacidad. 
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Figura 5.1: Poder diastásico de malta (WK) en muestras con diferentes tratamientos de 
fertilización (N0= sin fertilización nitrogenada, N1=160 kg de N/ha, S0= sin 
fertilización azufrada, S1= 10 kg de S/ha). Letras diferentes indican diferencias 
significativas (p<0,05). Las barras indican el ET. 
 
La medida de rendimiento en cervecería es el valor de extracto. Al determinar el 
efecto de la fertilización se registró una disminución del mismo como respuesta a la 
fertilización nitrogenada (pN=0,0001; Figura 5.2). Es decir que una mayor 
disponibilidad de N para el cultivo determinó un menor rendimiento de la malta 
mientras que la fertilización con S no provocó cambios en este parámetro. A pesar de 
que la fertilización nitrogenada provocó un menor rendimiento de malta, la actividad de 
las enzimas amilolíticas aumentó debido a la fertilización azufrada. Esto implica que la 
mayor disponibilidad de S produjo una mayor capacidad de dicha malta de degradar el 
almidón.  
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Figura 5.2: Extracto de malta (%) en muestras con diferentes tratamientos de 
fertilización (N0= sin fertilización nitrogenada, N1=160 kg de N/ha, S0= sin 
fertilización azufrada, S1= 10 kg de S/ha). Letras diferentes indican diferencias 
significativas (p<0,05). Las barras indican el ET. (Peton, comunicación personal). 
 
5.4.2 Contenido de proteína soluble y actividades enzimáticas 
La fertilización con nitrógeno y azufre provocó un aumento en el contenido de 
proteína soluble en malta (pNXS=0,04; Figura 5.3). Este resultado podría indicar un 
mayor contenido de enzimas solubles en la malta. 
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Figura 5.3: Contenido de proteína soluble en malta (mg de proteína /g de malta) en  
muestras con diferentes tratamientos de fertilización (N0= sin fertilización nitrogenada, 
N1=160 kg de N/ha, S0= sin fertilización azufrada, S1= 10 kg de S/ha). Letras 
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Las barras indican el ET. 
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Se determinaron las actividades de las principales enzimas responsables de la 
degradación del almidón. En cuanto a la actividad de α-amilasa, la fertilización con S 
provocó un aumento en dicho parámetro (pS=0,058; Figura 5.4). 
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Figura 5.4: Actividad de α-amilasa en malta (UE/g de malta) en muestras con 
diferentes tratamientos de fertilización (N0= sin fertilización nitrogenada, N1=160 kg 
de N/ha, S0= sin fertilización azufrada, S1= 10 kg de S/ha). Letras diferentes indican 
diferencias significativas (p<0,05). Las barras indican el ET. 
 
La actividad de β-amilasa fue determinada en tres fracciones diferentes: 
actividad total, actividad de la enzima soluble y actividad de la enzima unida. La 
actividad de β-amilasa total aumentó como respuesta a la doble fertilización 
(pNXS=0,0021; Figura 5.5). Aunque la fracción unida a proteínas de reserva de β-
amilasa fue mayor en los tratamientos que recibieron nitrógeno durante el cultivo 
(pN=0,0003; Figura 5.6), el tratamiento que recibió ambos nutrientes registró una 
mayor actividad de la fracción de la enzima que se encontraba en forma soluble 
(pNXS=0,0001). 
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Figura 5.5: Actividad de β-amilasa total de malta (UE/g de malta) en muestras con 
diferentes tratamientos de fertilización (N0= sin fertilización nitrogenada, N1=160 kg 
de N/ha, S0= sin fertilización azufrada, S1= 10 kg de S/ha). Letras diferentes indican 
diferencias significativas (p<0,05). Las barras indican el ET. 
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Figura 5.6: Actividad de β-amilasa de las fracciones soluble (barras gris claro) y unida 
(barras gris oscuro) medida en UE/g de malta en muestras con diferentes tratamientos 
de fertilización (N0= sin fertilización nitrogenada, N1=160 kg de N/ha, S0= sin 
fertilización azufrada, S1= 10 kg de S/ha). Letras diferentes indican diferencias 
significativas (p<0,05). Las barras indican el ET. 
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5.5 Discusión 
En la producción de malta, la calidad está referida al cumplimiento de todos los 
estándares que conforman un protocolo de análisis de malta (Savin y Aguinaga, 2011). 
En este capítulo, la calidad de la cebada para malta se abordó desde la evaluación del 
poder diastásico como medida de la actividad amilolítica general de la malta y de la 
actividad de las principales enzimas que los determinan. 
El poder diastásico, respondió sólo a la fertilización con S, que provocó un 
aumento en la capacidad amilolítica de la malta con respecto a los tratamientos que no 
recibieron S. Esta respuesta podría deberse a cambios en la cantidad y actividad de las 
amilasas o, asimismo, un diferente balance entre la cantidad de enzima activa y la 
regulación de otras proteínas que interfieren en la actividad enzimática, por ejemplo 
inhibidores de α-amilasa. Si bien estos resultados no concuerdan con los informados por 
Molina Cano et al. (2004) y Edney et al. (2012) que informaron aumentos en el PD en 
granos con un mayor contenido de N, la diferencia en los resultados podría explicarse a 
partir de las diferencias observadas en las actividades de algunas de las enzimas que 
determinan el PD. Por otro lado, el extracto de malta se encuentra inversamente 
relacionado con la cantidad de proteína del grano de cebada (Peltonen et al., 1994; 
Wang et al., 2007; Savin y Aguinaga, 2011). Es decir, cuanto mayor es el contenido de 
proteínas de los granos existe un menor contenido de sustancias solubles. Esta respuesta 
puede deberse a dos efectos distintos: por un lado, frecuentemente, altos contenidos de 
proteína se asocian a granos de menor tamaño que poseen un menor contenido de 
almidón (Zhao et al., 2006). Por otra parte, granos con mucha proteína poseen una densa 
matriz proteica que protege a los gránulos de almidón de su degradación puesto que 
dificulta el acceso de las enzimas amilolíticas. A pesar de que el poder diastásico fue 
superior ante una mayor disponibilidad de S, la capacidad de producir azúcares solubles 
no compensó la disminución en el extracto de malta producida por el incremento en la 
cantidad de proteína. Esta respuesta puede deberse a que, como el N aumentó la 
cantidad de proteína de estos granos, los gránulos de almidón quedaron protegidos de su 
degradación.  
Dentro de las enzimas analizadas, la actividad de β-amilasa total aumentó como 
respuesta a la doble fertilización. Sin embargo, la determinación de este parámetro 
implica la solubilización de enzima que se encuentra aún unida a proteínas de reserva. 
Al evaluar la actividad de la enzima unida se determinó que la fertilización con N 
incrementó esa fracción enzimática. Estos resultados concuerdan con otros antecedentes 
(Yin et al., 2002; Georg-Kraemer et al., 2001; Vinje et al., 2011) que demostraron un 
aumento en el contenido de β-amilasa total en respuesta a un mayor contenido proteico 
de los granos. Sin embargo, la forma soluble es la que permite la degradación del 
almidón durante la maceración en cervecería. En este trabajo se analizó, entonces, el 
impacto de la fertilización sobre la solubilización de la enzima. Los resultados 
evidencian un mayor contenido de enzima soluble y de proteína soluble al final del 
malteo. Durante esta etapa, se sintetiza α-amilasa, pero también se solubiliza, desde su 
forma inactiva unida a proteína de reserva, β-amilasa que fue sintetizada durante la fase 
de llenado de grano del cultivo. La respuesta observada con la doble fertilización sobre 
la actividad de β-amilasa total, se explicaría debido a que, la mayor disponibilidad de N 
aumentó la cantidad de enzima sintetizada durante el crecimiento del grano, pero la 
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mayor disponibilidad de S favoreció la solubilización de la enzima durante la 
germinación de las semillas, en el malteo. Asimismo, no sólo aumentó la cantidad de 
enzima soluble, sino que aumentó la cantidad de proteína soluble. Esta característica, 
determinaría una mayor capacidad de la malta de degradar las proteínas de reserva y 
dejar aminoácidos disponibles para el crecimiento de las levaduras. 
α-amilasa es una enzima que degrada el almidón a través de hidrólisis de las 
uniones α-1,4 de amilosa y amilopectina al azar. β-amilasa, en cambio, degrada el 
mismo tipo de unión en los dos componentes del almidón pero lo hace removiendo dos 
unidades de glucosa (maltosa) desde el extremo no reductor de la cadena glucosídica. El 
comportamiento en la catálisis enzimática de α-amilasa, produce múltiples extremos no 
reductores que quedan disponibles para la actividad de β-amilasa. Es decir, que la 
actividad de α-amilasa potencia la actividad de β-amilasa. La fertilización azufrada 
también impacto en la actividad de esta enzima a través de un aumento en la actividad 
α-amilasa en los granos que habían sido fertilizados con S. Estos resultados concuerdan 
con los de Zhao et al. (2006), que informaron incrementos en la actividad de la enzima 
α-amilasa asociados a la fertilización azufrada. Este comportamiento podría deberse a 
un cambio en la actividad de la enzima asociado a la capacidad de la semilla de 
controlar la actividad da inhibidores endógenos de la enzima. Wong et al. (1995) 
purificaron una proteína capaz de inhibir a la enzima dextrinasa que a su vez poseía en 
su estructura puentes disulfuro reducibles por Trx h. Posteriormente, en un trabajo con 
una línea de cebada que sobreexpresa Trx h de trigo (Cho et al., 1999), se informó que 
las Trx h aumentaban la actividad enzimática de dextrinasa límite y se asoció este 
comportamiento a la capacidad de Trx h de reducir e inactivar al inhibidor de la enzima 
(Mørch et al., 2012). BASI, es un inhibidor de α-amilasa endógena y de serin-proteasas. 
Su actividad inhibitoria es específica de AMY2, la principal isoforma de α-amilasa 
sintetizada durante la germinación (Nielsen et al., 2004). Se ha demostrado que el 
inhibidor es inactivado por reducción de un puente disulfuro mediada por Trx (Maeda et 
al., 2005; Maeda et al., 2006). Por otra parte, Wong et al. (2002) informaron un adelanto 
en la inducción de síntesis de α-amilasa asociado a un incremento de AG estimulado por 
la sobreexpresión de Trx. De esta forma, las Trxs favorecerían la actividad de α-amilasa 
al estimular la inducción de su síntesis mediada por AG y, una vez sintetizada, 
promoviendo su actividad bloqueando a su inhibidor. Se necesitarían estudios de 
interacción molecular más precisos sobre las relaciones amilasas-Trxs-BASI que se dan 
durante el proceso de malteo para dilucidar el efecto que tiene la fertilización al generar 
cambios en la composición del grano. 
     
5.6 Conclusiones 
El objetivo de este capítulo fue establecer en qué medida diferentes niveles de N 
y S disponibles durante el cultivo, que producen diferencias en la composición del grano 
de ambos nutrientes, pueden afectar la calidad maltera a través de cambios en la 
actividad de a-amilasa y b-amilasa como respuesta a una diferente composición del 
grano. La hipótesis que se testeó establecía la mayor disponibilidad de N y S afecta la 
calidad de la malta a través del PD. Esta hipótesis se rechaza parcialmente, debido a que 
sólo la mayor cantidad de azufre provocó aumentos en el poder diastásico, pero este 
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aumento no compensó la disminución del extracto de malta producida por el aumento 
en la cantidad de proteína. La mayor capacidad de la malta de degradar almidón, podría 
deberse a un doble efecto del S sobre las enzimas que participan en la determinación del 
PD: por un lado, aumentó la actividad de α-amilasa y, por otro, incrementó la 
solubilización de β-amilasa llevando a una mayor capacidad de la malta de degradar 
almidón. 
Por otra parte, una mayor disponibilidad de N provocó un aumento en la 
cantidad de β-amilasa total. Aunque este efecto no se trasladó directamente al PD, una 
mayor cantidad de enzima total, liberada a una mayor tasa de solubilización producto de 
un mayor contenido de S aumentó la cantidad de enzima soluble. Estos resultados 
indican una tendencia de una mejor calidad de malta, en términos de poder diastásico, 
ante un aumento en el contenido de N y S. Si bien el valor p de la interacción para este 
parámetro no fue menor a 0,05, el valor fue de 0,08 lo que implicaría que ante la 
variabilidad de los ensayos a campo es una característica que tiende a ser mejorada por 
la doble fertilización. 
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6.1 Discusión general 
6.1.1 Metabolismo durante la germinación. 
La producción de malta se basa en la germinación controlada de semillas de 
cebada. Cuando el embrión se hidrata, sintetiza AG que migra a la capa de aleurona 
(Figura 6.1). A su vez, en el embrión aumenta la síntesis de Trx h (Shahpiri et al., 2008) 
y de AMY 1 en el epitelio escutelar (Cejudo et al., 1995).  
En la capa de aleurona, AG induce la síntesis de proteínas necesarias para la 
germinación. Las α-amilasas (AMY 1 y AMY 2) son las principales proteínas 
sintetizadas por la capa de aleurona y liberadas en el endosperma (Skadsen et al., 1994). 
Las células de la capa de aleurona sintetizan y secretan, también, cisteín-proteasas 
(Finnie et al., 2011) que, en el endosperma, degradan proteínas de reserva y solubilizan 
β-amilasa (Sopanen y Laurière, 1989). A pesar de que la síntesis de Trx h en la capa de 
aleurona es insensible a AG, iniciada la imbibición aumenta la síntesis de Trx h y de la 
enzima que cataliza su reducción para tornarla activa (NTR). La síntesis de NTR en la 
capa de aleurona es estimulada por AG (Shahpiri et al., 2008). La función de las células 
de la capa de aleurona durante la germinación, es la síntesis y secreción de las enzimas 
necesarias para la degradación del almidón. 
 
 
Figura 6.1: Principales eventos bioquímicos que tienen lugar en la semilla de cebada 
durante la germinación. Esquema basado en los trabajos de Shahpiri et al., (2008); 
Cejudo et al., (1995); Skadsen et al., (1994); Finnie et al., (2011); Sopanen y Laurière 
(1989); Robertson y Hill (1989); Marx et al., (2003); Maeda et al., (2006); Mørch 
Jensen et al., (2012); Wong et al., (2002). 
 
El endosperma contiene las sustancias de reserva de la semilla: almidón y 
proteínas. La degradación del almidón implica la acción conjunta de α- y β-amilasas, α-
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glucosidasa y dextrinasa límite.  Las α-amilasas son sintetizadas en la capa de aleurona 
y liberadas en el endosperma, en donde degradan las uniones α-1,4 de amilosa y 
amilopectina liberando oligosacáridos. β-amilasa es sintetizada durante el período de 
llenado de grano y acumulada en el endosperma unida a proteínas de reserva (Vinje et 
al., 2011; Radchuk et al., 2009). Durante la germinación (Figura 6.1), cisteín-proteasas 
secretadas por la capa de aleurona, liberan β-amilasa de su unión volviéndola activa 
(Sopanen y Laurière, 1989). Una vez liberada, β-amilasa hidroliza las uniones α-1,4 de 
amilosa, amilopectina y oligosacáridos liberados por α-amilasa removiendo unidades de 
maltosa desde el extremo no reductor. La mayor proporción de degradación de proteínas 
de reserva es llevada a cabo por cisteín-proteasas (Jones, 2005a). La actividad de las 
enzimas en el endosperma produce sustancias solubles como carbohidratos y 
aminoácidos que serán utilizados por el embrión. 
  Las semillas de plantas poseen diferentes inhibidores de enzimas como 
proteasas, dextrinasa límite (DLI) y a-amilasa. Estos inhibidores pueden cumplir un rol 
importante en el control de la actividad de a-amilasas endógenas o como defensa ante 
organismos patógenos (Jones, 2005b). Entre los inhibidores del tipo Kunitz se encuentra 
el inhibidor de α-amilasa endógena y subtilisina (serín-proteasa) de cebada, BASI. 
Debido a su doble actividad, la función biológica del inhibidor sería prevenir el brotado 
prematuro por inhibir a a-amilasa endógena y constituiría un mecanismo de defensa por 
su capacidad de inhibir proteasas de agentes patógenos. BASI (Figura 6.1), es 
sintetizado durante las primeras etapas del llenado de grano y es una proteína abundante 
del endosperma  y la capa de aleurona en la semilla madura (Nielsen et al., 2004; 
Robertson y Hill, 1989).  
Las tiorredoxinas (Trx) son proteínas tioladas que poseen la capacidad de actuar 
como agentes óxido-reductores en múltiples reacciones químicas debido a que poseen 
un sitio activo conservado (WCG/PPC). En estado reducido la cisteína del extremo 
aminoterminal del sitio activo reduce un puente disulfuro en la proteína diana formando 
un puente disulfuro entre ambas proteínas (Shahpiri et al., 2009). Finalmente el residuo 
cisteína del extremo carboxiterminal del sitio activo reduce la unión entre ambas 
proteínas liberando la Trx oxidada y la proteína diana reducida. Durante la germinación 
las Trxs poseen múltiples funciones (Figura 6.1). Entre ellas, reducen a proteínas de 
reserva (Marx et al., 2003; Besse et al., 2006), inactivan a inhibidores como BASI 
(Maeda et al., 2006) y DLI (Mørch Jensen et al., 2012), protegen a las células del daño 
oxidativo al regular a enzimas detoxificantes de especies reactivas de oxígeno (Marx et 
al., 2003) y comunican al endosperma con el embrión y la capa de aleurona a través de 
AG (Wong et al., 2002).  
  En los capítulos anteriores de esta tesis se expusieron las diferencias 
encontradas durante la germinación de las semillas en respuesta a diferentes 
tratamientos de fertilización durante el ciclo del cultivo (Figura 6.2). La fertilización 
con S provocó un aumento en la síntesis de ARNm de BASI, AMY 1, AMY 2, Trx h1, 
Trx h2. La inducción en la expresión de AMY 1 y AMY 2 podría deberse a un aumento 
en la síntesis de AG asociado a un aumento en Trx. Wong et al. (2002), informaron que 
una línea de cebada que sobreexpresa Trx h de trigo en el endosperma, manifestó un 
adelantamiento en la aparición de la enzima α-amilasa durante la germinación y esta 
respuesta se debió a un aumento de la cantidad de AG de esas semillas. Estos resultados 
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indican no sólo que las Trxs tienen un rol en la comunicación entre el endosperma y el 
embrión, sino que forman parte de la cascada de señales que inducen la germinación. En 
este contexto, la cantidad de transcriptos de las dos isoformas de Trx h fue mayor a las 8 
horas de germinación en los tratamientos que poseían una mayor cantidad de S. Los 
transcriptos de AMY 1 y AMY 2 también aumentaron posiblemente por un efecto de las 
Trxs sobre la síntesis de AG. Al avanzar la germinación, las diferencias en la cantidad 
de transcriptos de Trxs y α-amilasas desaparecieron. 
 
 
Figura 6.2: Principales eventos bioquímicos que tienen lugar en una semilla de cebada 
en germinación con la incorporación de los resultados de esta tesis. En color azul se 
esquematiza la relación entre Trx h y la solubilización de β-amilasa. El color verde 
simboliza el efecto del N y el naranja el efecto del S. Los signos + y – indican el sentido 
de los efectos. La expresión de los genes a las 8 hs desde imbibición se esquematizó 
fuera de la semilla debido a que fue determinada sin discriminar entre tejidos. 
 
Los resultados de expresión de AMY1 y AMY 2 (Figura 6.2) no se tradujeron en 
la actividad de las enzimas debido a que las semillas que provenían de tratamientos con 
N evidenciaron una mayor actividad, mientras que no se observó efecto del S en los 
momentos de germinación evaluados. La actividad de las enzimas depende no sólo de la 
cantidad de transcriptos, sino también de la traducción de los mismos y del estado de 
activación de las enzimas. En este contexto, es necesario profundizar en el estudio de 
los inhibidores que modulan la actividad α-amilasa y sus mecanismos de regulación, a 
nivel de proteína. En esta tesis, también se evaluó el impacto de la fertilización sobre la 
actividad de las enzimas amilolíticas (Capítulo 3); en el caso de α-amilasa los resultados 
de inhibición de la enzima evidenciaron que las semillas que poseían un mayor 
contenido de N manifestaron la menor proporción de inhibición. Esta respuesta podría 
deberse a un bajo contenido de inhibidores o a una mayor inactivación de los mismos 
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(Maeda et al., 2006). Sin embargo, los tratamientos con S tendieron a disminuir la 
inhibición de la enzima pero en menor proporción que la fertilización nitrogenada. Son 
necesarios entonces, estudios específicos sobre los mecanismos de regulación de los 
inhibidores de α-amilasa. 
La actividad de β-amilasa fue modificada por dos vías por ambos nutrientes 
debido a sus efectos individuales. Por un lado, la fertilización con N aumentó la 
cantidad de β-amilasa total posiblemente por una mayor síntesis de la enzima durante el 
llenado de grano (Wei et al., 2009) y, por otra parte, la fertilización con S aumentó la 
solubilización de la enzima. Sopanen y Laurière (1989), establecieron que la liberación 
de β-amilasa desde su forma unida a proteína de reserva era causada por cisteín-
proteasas liberadas de la capa de aleurona durante la germinación. En este contexto, los 
resultados esperados consistían en el aumento de la cantidad de proteína soluble 
correspondiente a una mayor actividad cisteín-proteasa en los tratamientos azufrados. 
Sin embargo, la cantidad de proteína soluble a las 48 hs de germinación fue afectada 
tanto por el N como por el S, pero de manera independiente. Es decir, la cantidad de 
proteína soluble aumentó cuando alguno de los nutrientes estuvo presente. Si bien se 
corroboró un aumento en el contenido de proteína soluble a las 48 hs desde iniciada la 
imbibición, la actividad cisteín-proteasa a las 24 hs resultó mayor sólo en los 
tratamientos que fueron fertilizados con N. Los resultados aquí expuestos indican que la 
actividad de este tipo de proteasas no explica por sí sola los cambios observados en la 
actividad de β-amilasa soluble. 
En estudios de proteínas diana de Trx h (Finnie et al., 2011) se informó que β-
amilasa también es reducida por Trx. Asimismo, Sparla et al. (2006) demostraron la 
regulación rédox mediada por Trx de una isoforma de β-amilasa de Arabidopsis 
thaliana. Las deficiencias de S podrían ser cruciales para este tipo de enzimas, que 
basan su función moduladora en la presencia de aminoácidos azufrados como la 
cisteína. Para comprobar si las Trxs poseen la capacidad de solubilizar β-amilasa en 
semillas de cebada, se sintetizaron las dos isoformas de Trx h y se realizaron ensayos in 
vitro sobre harina de cebada de granos sin germinar con dos composiciones de N:S 
contrastantes. Se comprobó que ambas Trx tuvieron la capacidad de solubilizar β-
amilasa (Capítulo 3). Las pruebas realizadas sobre granos con diferente relación N:S en 
su composición demostraron que Trx h1 manifestó una capacidad superior de liberación 
de β-amilasa en semillas que poseían una baja relación N:S. En aquellas con una alta 
relación N:S, no se detectaron diferencias entre las Trxs posiblemente debido a que 
estas semillas contienen una mayor cantidad de proteínas que podrían dificultar el 
acceso de las Trx a la enzima. Estudios de deposición de hordeínas (Qi et al., 2006; 
Peton et al., 2012), informaron un aumento en la cantidad de hordeínas C (que no 
contienen S) con fertilización de N y un aumento en el contenido de hordeínas B (que 
contienen S) ante una mayor disponibilidad de S. Es esperable, entonces, que la enzima 
se encuentre asociada a la fracción que contiene S y que las muestras con una alta 
relación N:S evaluadas, tuvieran un mayor contenido de hordeínas C haciendo la matriz 
proteica más densa.  
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6.1.2 Producción de malta 
La producción de cerveza se divide en dos ciclos productivos bien diferenciados 
(Figura 1.3): el primero es la producción de malta a partir de cebada cervecera y el 
segundo, la producción de cerveza per se que utiliza malta como principal materia 
prima. Durante la primera etapa de producción, los granos de cebada son remojados y 
mantenidos a temperatura controlada promoviendo la germinación. La finalidad de esta 
etapa es la producción de α-amilasa y proteasas y la liberación de β-amilasa desde la 
proteína de reserva. Tras un tiempo de germinación que dura hasta 5 días, los granos 
son secados y molidos y este producto constituye la malta. 
Se puede concluir entonces, que la producción de enzimas amilolíticas ocurre 
durante la etapa de germinación en el malteo, mientras que la actividad de las enzimas 
cobra mayor importancia durante la elaboración del mosto. En esta tesis se evaluaron la 
producción de enzimas durante las primeras horas de germinación pero también al 
finalizar el malteo medida como PD (Capítulo 5). Los resultados evidenciaron una 
mayor solubilización de β-amilasa en los tratamientos que contenían S y una mayor 
cantidad de β-amilasa sintetizada en los tratamientos que contenían N. La acción 
conjunta de los dos nutrientes consistió en un incremento de la cantidad de enzima 
soluble en los tratamientos que fueron fertilizados con ambos nutrientes en comparación 
con el resto de los tratamientos. De la misma forma, la doble fertilización produjo un 
aumento de la proteína soluble en la malta demostrando una mayor capacidad de 
degradar proteínas de reserva. 
Contrariamente a lo que sucedió durante las primeras horas de germinación en 
las que la actividad α-amilasa aumentó en los tratamientos que contenían más N, la 
actividad de la enzima al finalizar el malteo aumentó como consecuencia de la 
fertilización con S. Dicha respuesta podría deberse a una inactivación de los inhibidores 
de α-amilasa por aumento de la temperatura durante el secado de la malta. Estos 
resultados dejan de manifiesto la compleja interacción entre las enzimas y las proteínas 
que regulan su actividad. Es necesario, entonces, evaluar la síntesis y actividad de las 
enzimas y de sus inhibidores durante el malteo y el posterior secado de la malta para 
poder comprender los mecanismos que regulan la capacidad de la misma de degradar el 
almidón. Si bien la cantidad de extracto disminuyó en respuesta a la fertilización con N, 
los aumentos en la actividad de las enzimas hidrolíticas determinaron un aumento en el 
poder diastásico, indicando que la fertilización del cultivo mejora la capacidad 
amilolítica de la malta resultante.   
 
6.1.3  Impacto de la fertilización sobre el rendimiento y la composición del grano. 
A pesar de que han sido documentadas deficiencias de S en la zona elegida para 
realizar los ensayos a campo (Prystupa et al., 2008; Ferraris et al., 2012) los resultados 
presentados aquí sobre el rendimiento fueron variables entre años y entre sitios 
(Capítulo 2). Durante el año 2008, el estrés hídrico al que estuvieron sometidos los 
ensayos por falta de precipitaciones en el período crítico de generación del rendimiento 
(Arisnabarreta y Miralles, 2008) provocó una disminución considerable del mismo. A 
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pesar de que los rendimientos fueron bajos y que en uno de los ensayos no se registraron 
efectos de la fertilización, en el otro, la fertilización con N y S aumentó el rendimiento. 
Cuando las precipitaciones fueron adecuadas, en uno de los sitios la fertilización con N 
produjo el vuelco de las plantas, mientras que en el ensayo restante hubo interacción 
entre los nutrientes que produjo el mayor rendimiento con la doble fertilización. 
En términos de la composición del grano, el contenido de proteínas aumentó en 
todos los ensayos en respuesta a la fertilización con N pero en todos se mantuvo por 
debajo del límite establecido para su comercialización. Sólo los tratamientos que 
sufrieron vuelco superaron dicho límite. Por otro lado, los mayores contenidos de S se 
relacionaron a los tratamientos con N en la mayoría de los ensayos. Este resultado 
podría deberse a la íntima conexión entre el metabolismo del N y del S en las plantas 
(Leustek y Saito, 1999) y al hecho que sólo en condiciones de suficiencia de N el S se 
vuelve limitante. Los resultados indican, que la fertilización con N y S no sólo impacta 
a nivel de la producción, sino también a nivel de la calidad de los granos para la 
producción de malta. 
 
6.2  Conclusiones finales y perspectivas futuras. 
En el transcurso de los capítulos de esta tesis se abordaron diferentes aspectos de 
la respuesta del cultivo de cebada a la fertilización con N y S. La hipótesis principal 
evaluada fue que la calidad maltera de granos de cebada se encuentra influenciada por 
los niveles de disponibilidad de N y S existentes durante el ciclo de cultivo a través de 
su efecto sobre la actividad amilásica de los granos. Esta hipótesis es aceptada pues la 
fertilización con N y S determinó cambios en parámetros de calidad maltera vinculados 
a la degradación del almidón a nivel de la síntesis y actividad de las enzimas 
amilolíticas. 
Si bien este trabajo permitió establecer algunos de los efectos de la fertilización 
con N y S sobre la degradación del almidón, plantea una serie de interrogantes 
necesarios de ser respondidos para entender los mecanismos a través de los que se 
desarrollan esos efectos. El primero de ellos es el estudio de la acumulación de 
proteínas durante la etapa de llenado de grano ante diferentes disponibilidades de N y S. 
Este abordaje permitirá comprender cuáles son las fracciones proteicas a las que se 
asocia la deposición de β-amilasa así como también evaluar si la disponibilidad de 
nutrientes influye sobre la cantidad de inhibidores de α-amilasa que se sintetizan 
durante la etapa de llenado. Resulta de interés evaluar también la síntesis y acumulación 
de Trx durante el llenado de grano, no sólo por el rol que cumplen en la etapa de 
desecación, sino también por el impacto que pueden tener sobre la posterior 
germinación. 
Aunque este trabajo comprobó la asociación de las Trxs con β-amilasa in vitro, 
resultan de interés estudios in vivo de la interacción entre ambas proteínas. En este 
sentido, la producción de líneas que sobreexpresen determinada isoforma de Trx así 
como la enzima reductora de Trx (NTR) permitirán comprender cuáles son las 
funciones de cada isoforma. A pesar de que Trx h1 y Trx h2 comparten sólo un 51% de 
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identidad de sus secuencias (Shahpiri et al., 2009) y que Trx h1 es más parecida a Trx h 
de arroz y Trx h2 a Trx h de trigo que entre sí, no se han podido determinar diferencias 
funcionales entre las isoformas. 
Dado el impacto sobre la actividad proteolítica y la solubilización de proteínas, 
resulta de interés el estudio de las proteasas, no sólo durante el malteo, sino también 
durante la elaboración del mosto para poder comprender la influencia de las distintas 
fracciones proteicas sobre la calidad de la malta.  
Finalmente, el análisis de la expresión de las proteínas, tanto amilasas como 
Trxs e inhibidores dentro del embrión y la capa de aleurona, junto con la cuantificación 
de las proteínas producidas y la actividad final en cada tejido (incluido el endosperma), 
permitirán comprender aún más las complejas interacciones bioquímicas que se llevan a 
cabo durante la germinación de las semillas. Una mejor comprensión de lo que ocurre 
durante el malteo permitirá desarrollar técnicas para mejorar el desempeño de los granos 
en la industria maltera. Resulta, entonces, pertinente la afirmación de Briggs (2002) 
“Cuando todos los granos de un lote de cebada germinen simultáneamente, y sean 
uniformemente e igualmente modificados, y estos resultados se obtengan rápidamente, 
en un proceso de rutina, con mínimas pérdidas de malta, y cuando la malta así 
producida alcance los requerimientos precisos del consumidor, sólo en ese momento 
podremos decir que tenemos el control del malteo”. 
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Tabla A.1: Precipitaciones históricas (2005-2012) de los sitios experimentales. Fuente: 
Sistema Integrado de Información Agropecuaria. MAGyP. 
 
 
Sitio Junín Fortín Tiburcio Baigorrita
Mes Precipitaciones (mm) Precipitaciones (mm) Precipitaciones (mm)
Junio 15 19,30 18,71
Julio 31 34,00 34,97
Agosto 58 38,39 40,68
Septiembre 49,6 74,352 80,982
Octubre 115 125,54 116,275
Noviembre 98,5 121,535 86,005
Total 366,6 413,112 377,6245   
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Figura A.1: Evolución de la temperatura máxima diaria en en el año 2008 (línea gris) y 
en el año 2009 (línea negra) para Junín. Las líneas punteadas indican temperaturas de 30 
y 35 °C. 
 
 
 
 
Anexo   128 
 
 
Regulación de la actividad amilásica en semillas de cebada en respuesta a la fertilización con azufre y 
nitrógeno durante el cultivo 
0
1
2
3
N0S0 N0S1 N1S0 N1S1
R
en
d
im
ie
n
to
 (
lo
g1
0 
(k
g/
h
a)
)
aaa
b
 
Figura A.2 Rendimiento del ensayo llevado a cabo en Junín en 2008 como variable 
transformada [log10 (kg/ha)]. N0= sin fertilizar con nitrógeno; S0=sin fertilizar con 
azufre; N1= 160 kg de N/ha; S1=10 kg de S/ha. Letras diferentes indican diferencias 
significativas (p<0,05). Las barras de error indican el valor de ET. 
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Figura A.3: Rendimiento como variable transformada [rendimiento2 (g/contenedor)] 
del ensayo llevado a cabo en FAUBA en 2010 N0= sin fertilizar con nitrógeno; S0=sin 
fertilizar con azufre; N1= 150 kg de N/ha; S1=10 kg de S/ha. Letras diferentes indican 
diferencias significativas [(minúsculas para efecto del N (p<0,05) y mayúsculas para 
efecto del S (p=0,05)]. Las barras de error indican el valor de ET. 
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Figura A.4: Contenido de proteína en grano como variable transformada (%3) del 
ensayo de FAUBA 2010. N0= sin fertilizar con nitrógeno; S0=sin fertilizar con azufre; 
N1= 160 kg de N/ha; S1=10 kg de S/ha. Letras diferentes indican diferencias 
significativas (p<0,05). Las barras de error indican el valor de ET.  
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Figura A.5: Contenido de S en grano como variable transformada [log 2 (mg s/ g PS)] 
del ensayo de FAUBA 2010. N0= sin fertilizar con nitrógeno; S0=sin fertilizar con 
azufre; N1= 160 kg de N/ha; S1=10 kg de S/ha. Letras diferentes indican diferencias 
significativas (p<0,05). Las barras de error indican el valor de ET 
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Tabla A.2: Índice de germinación de las muestras de Fortín Tiburcio y FAUBA. Letras 
diferentes indican diferencias significativas sobre los datos transformados.  
 
Ensayo N0S0 N0S1 N1S0 N1S1
Fortín Tiburcio 97,5 a 97,8 a 100,3 a 95,4 a
FAUBA 125,9 a 108,1 a 104,8 a 132,8 a
Tratamiento de fertilización
IG
 
 
 
 
 
 
Figura A.6: Mapa de secuencia del vector pGEM-T Easy Vector (Promega). El 
plásmido es lineal y se recirculariza por reacción de la enzima ligasa entre el inserto que 
posee un residuo A en cada extremo 3’ y las T (amarillas en el esquema) del vector. 
Posee dos mecanismos de selección (Celestes en el esquema): resistencia a ampicilina y 
β-galactosidasa.  
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Figura A.7: A) Mapa de secuencia del vector pET 28 a (Novagen). B) Detalle de la 
secuencia de clonado. El plásmido circular se corta por acción de las enziamas NdeI y 
Bam HI (zona amarilla en la secuencia). El inserto queda posicionado junto a una 
secuencia que codifica 6 residuos de histidinas (zona rosada en la secuencia) que 
constituyen el HisTag. La selección es por resistencia a kanamicina (celeste)  
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Figura A.8: Inhibición de α-amilasa (%3 respecto de la actividad luego del tratamiento 
de calor) a las 48 hs desde iniciada la imbibición en muestras de Fortín Tiburcio. Las 
barras indican el ET. Letras diferentes indican diferencias significativas asociadas a los 
tratamientos de fertilización sobre los datos transformados (p<0,05).  
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Figura A.9: Proporción de proteína potencialmente solubilizable por cisteína a las 48 hs 
de iniciada la imbibición como variable transformada (100/% de proteína solubilizable) 
en muestras provenientes de Fortín Tiburcio. Las barras de error indican el valor de ET. 
Letras diferentes indican diferencias significativas en la variable transformada asociadas 
al tratamiento con S (p<0,05). 
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Figura A.10: Proporción de proteína potencialmente solubilizable por cisteína a las 48 
hs de iniciada la imbibición como variable transformada (√% de proteína solubilizable) 
en muestras provenientes de FAUBA. Las barras de error indican el valor de ET. Letras 
diferentes indican diferencias significativas en la variable transformada asociadas al 
tratamiento con N (p<0,05). 
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